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Resumen
La prevalencia y la epidemiología molecular de cepas de E. coliWYVK\J[VYHZKLʹSHJ[HTHZHZKL
espectro extendido (ECBLEE) está cambiando rápidamente. En los últimos años, la producción de 
BLEE en E. coliZLOHPUJYLTLU[HKVZPNUPÄJH[P]HTLU[LKLIPKVLZWLJPHSTLU[LHSHL_WHUZP}UKLSHZ
enzimas de tipo CTX-M. La pandemia actual es debida en gran medida a clones exitosos de alto 
riesgo, entre los que destaca el grupo clonal ST131 asociado a la producción de CTX-M-15. El éxito 
de las cepas del grupo clonal ST131 se podría explicar por la adquisición de genes de virulencia y 
de resistencia a antibióticos, por la enorme diversidad genética que presentan y por su capacidad 
de colonización a nivel intestinal. Sin embargo, se desconoce si todas las variantes/linajes/subclo-
nes de este grupo clonal emergente poseen el mismo grado de virulencia y de capacidad expansi-
va. La presente tesis doctoral comprende tres estudios (Dahbi G, Mora A et al. 2013 Int J Antimicrob 
Agents 42:347-351; Dahbi G, Mora A et al. 2014 Int J Med Microbiol 304:1247-1257; Mora A, Dahbi 
G et al. 2014 PLOS One 9(1):e87025) realizados con los siguientes objetivos:
(,]HS\HYSHWYL]HSLUJPHYLHSKLSNY\WVJSVUHS:;PKLU[PÄJHUKV[VKHZZ\Z]HYPHU[LZJVUV-
cidas. 
(B) Caracterizar y comparar los diferentes subclones del grupo clonal ST131, determinando 
Z\ZZLYV[PWVZ6!/NLULZKL]PY\SLUJPHWLYÄSLZKL7-.,ZLJ\LUJPHZ[PWVKLSLZX\LTHKLS
Instituto Pasteur, alelos ÄT/ y sus resistencias. 
(C) Estudiar la virulencia in vivo de las cepas ST131 pertenecientes a los diferentes subclones 
empleando un modelo de sepsis murino.
De los resultados obtenidos se deducen las siguientes conclusiones:
(1) Es evidente que en el aumento de prevalencia de cepas ECBLEE registrado en el Hospital 
Universitario Lucus Augusti en los últimos años está implicado el grupo clonal ST13, ya que 
más del 50% de las cepas productoras de BLEE aisladas en el año 2012 eran ST131. Este 
hecho coincide con lo que está sucediendo en otros hospitales españoles, así como a nivel 
mundial.
5\LZ[YVZYLZ\S[HKVZJVUÄYTHUX\LSHZYLZPKLUJPHZKLHUJPHUVZZVU\UYLZLY]VYPVPTWVY-
tante de cepas ECBLEE ST131. 
;HTIPtUZLJVUÄYTHX\LSHZJLWHZ:;WYVK\J[VYHZKL)3,,WVZLLUT\JOVZTmZNL-
nes de virulencia que las productoras de BLEE que no pertenecen a dicho grupo clonal. 
(4) La diversidad genética de las cepas del grupo clonal ST131 es extraordinaria y continúan 
emergiendo nuevas cepas con diferentes combinaciones de genes de virulencia.
(5) El subclón H30 está ampliamente expandido en España, siendo el predominante entre las 
cepas O25b:H4. Por otra parte, el subclón H30-Rx es el predominante entre las cepas pro-
ductoras de CTX-M-15. 
(6) Las cepas H30-Rx portan más genes de virulencia que las cepas H30 que no pertenecen 
al subclón H30-Rx. Por lo tanto, las cepas ST131 que están más ampliamente expandidas en 
España y a nivel mundial son las que poseen más genes de virulencia y más resistencias. 
(7) Como pasa en otros países, en España el subclón O16:H5-ST131-H41 está mucho me-
nos expandido y la mayoría de las cepas pertenecen a la secuencia tipo del Instituto Pasteur 
PST506 y procucen CTX-M-14. 
(8) Las cepas del subclón O16:H5-ST131-H41 poseen muchos menos genes de virulencia que 
las cepas O25b:H4-ST131 y presentan distintos virotipos. 
(9) Las cepas del subclón O16:H5-ST131-H41 presentan una notable diversidad genética y 
WVZLLUWLYÄSLZKL7-.,?IH0KPZ[PU[VZKLSHZJLWHZ6I!/:;
,SHUmSPZPZKLSVZWLYÄSLZKL7-.,?IH0se traduce en dendrogramas con JS\Z[LYZ especí-
ÄJVZKLJLWHZWLY[LULJPLU[LZHSVZKPMLYLU[LZ\IJSVULZH30, H30-Rx, H22, H41) y virotipos, 
SVX\LHWV`H\UJSHYVJVTWVULU[LÄSVNLUt[PJVLULSVYPNLUKLSVZ]PYV[PWVZ
(11) Tanto las cepas O25b:H4-ST131 como las O16:H5-ST131 presentan un alto nivel de viru-
lencia in vivo en el modelo de sepsis murino. 
(12) Si consideramos que las cepas más virulentas son las que presentan una rápida letali-
dad en el modelo murino de sepsis, se concluye que las cepas O25b:H4-ST131 del subclón 
H30-Rx y especialmente las del virotipo A serían las más virulentas, estando dicha virulencia 
[LTWYHUHHZVJPHKHJVUZPNUPÄJHJP}ULZ[HKxZ[PJHHSVZNLULZKL]PY\SLUJPHafaFM955459, sat 
y RWZ4002
 
RESUMEN
Resumo
 A prevalencia e a epidemioloxía molecular das cepas de E. coliWYVK\[VYHZKLʹSHJ[HTHZHZKL
espectro estendido (ECBLEE) está a cambiar de xeito rápido. Nos últimos anos, a produción de 
BLEE en E. coliPUJYLTLU[V\ZLKLMVYTHZPNUPÄJH[PIHKLIPKVK\U_LP[VLZWLJPHSmL_WHUZP}UKHZ
enzimas tipo CTX-M. A pandemia actual é debida en boa medida á clons exitosos de alto risco, 
entre os que destaca o grupo clonal ST131 asociado á produción de CTX-M-15. O éxito das ce-
pas do grupo clonal ST131 poderíase explicar pola adquisición de xenes de virulencia e de resis-
tencia a antibióticos, pola enorme diversidade xenética que presentan e pola súa capacidade de 
colonización a nivel intestinal. Non obstante, descoñecese se todas as variantes/liñaxes/subclóns 
deste grupo clonal emerxente posúen o mesmo grao de virulencia e de capacidade expansiva. A 
ptresente tese doutoral inclúe tres estudos (Dahbi G, Mora A et al. 2013 Int J Antimicrob Agents 42: 
347-351; Dahbi G, Mora A et al. 2014 Int J Med Microbiol 304: 1247-1257; Mora A, Dahbi G et al., 
2014 PLoS ONE 9(1):e87025) realizados cos seguintes obxectivos:
((]HSPHYHWYL]HSLUJPHYLHSKVNY\WVJSVUHS:;PKLU[PÄJHUKV[VKHZHZZHZ]HYPHU[LZJV-
ñecidas.
(B) Caracterizar e comparar os diferentes subclons do grupo clonal ST131, determinando os 
seus serotipos O:H, xenes de virulencia, perfís de PFGE, secuencias tipo do esquema do Ins-
tituto Pasteur, alelos ÄT/ e as súas resistencias.
(C) Estudiar a virulencia in vivo das cepas ST131 pertencentes aos diferentes subclóns empre-
gando un modelo de sepse murino.
Dos resultados obtidos dedúcense as seguintes conclusións:
(1) É evidente que no aumento de prevalencia de cepas ECBLEE rexistrada no Hospital Uni-
versitario Lucus Augusti nos últimos anos está implicado o grupo clonal ST131 xa que máis 
do 50% das cepas productoras de BLEE illadas no ano 2012 eran ST131.Este feito coincide 
co que está a suceder noutros hospitais españois,así como a nivel mundial. 
6ZUVZVZYLZ\S[HKVZJVUÄYTHUX\LHZYLZPKLUJPHZKLHUJPmUZZVU\UYLZLY]VYPVPTWVY[HU[L
de cepas ECBLEE ST131. 
;HTtUJVUÄYTHZLX\LHZJLWHZ:;WYVK\J[VYHZKL)3,,WVZLUTVP[VZTmPZ_LULZ
de virulencia que as productoras de BLEE que non pertencen ao devandito grupo clonal. 
(4) A diversidade xenética das cepas do grupo clonal ST131 é extraordinaria e están a emerxer 
novas cepas con diferentes combinacións de xenes de virulencia.
 (5) O subclón H30 está ampliamente expandido en España sendo o predominante entre as 
cepas O25b:H4. Por outra banda banda, o suclón H30-Rx é o predominante entre as cepas 
productoras de CTX-M-15.
(6) As cepas H30-Rx posúen máis xenes de virulencia que as cepas H30 que non pertencen 
ao subclón H30-Rx. Polo tanto, as cepas ST131 que están máis amplamente expandidas en 
España e a nivel mundial son as que posúen máis xenes de virulencia e máis resistencias. 
(7) Como pasa noutros países, en España o subclón O16:H5-ST131-H41 está moito menos 
expandido e a maioría das cepas pertencen a secuencia tipo do Instituto Pasteur PST506 e 
producen CTX-M-14. 
(8) As cepas do subclón O16:H5-ST131-H41 posúen moitos menos xenes de virulencia que 
as cepas O25b:H4-ST131 e presentan distintos virotipos.
 (9) As cepas do subclón O16:H5-ST131-H41 presentan unha notable diversidade xenética e 
posúen perfís de PFGE-XbaI distintos das cepas O25b:H4-ST131.
 (10) O análise dos perfís de PFGE-?IH0tradúcese en dendrogramas con JS\Z[LYZLZWLJxÄJVZ
de cepas pertencentes aos diferentes subclóns (H30, H30-Rx, H22, H41) e virotipos, o que 
HWVPH\UJSHYVJVTWV|LU[LÄSV_LUt[PJVUHVYP_LKVZ]PYV[PWVZ
(11) Tanto as cepas O25b:H4-ST131 como as O16:H5-ST131 presentan un alto nivel de viru-
lencia in vivo no modelo de sepsis murino. 
(12) Se consideramos que as cepas máis virulentas son as que presentan unha rápida letali-
dade no modelo murino de sepsis, conclúese que as cepas O25b:H4-ST131 do subclón H30-
Rx e especialmente as do virotipo A serían as máis virulentas, estando a devandita virulencia 
[LTWLYmHZVJPHKHJVUZPNUPÄJHJP}ULZ[H[xZ[PJHHVZ_LULZKL]PY\SLUJPHafaFM955459, sat e 
RWZ4002
RESUMEN
Summary
;OLWYL]HSLUJLHUKTVSLJ\SHYLWPKLTPVSVN`VML_[LUKLKZWLJ[Y\TʹSHJ[HTHZLWYVK\JPUNE. 
coli strains (ESBLEC) are changing rapidly. In the last years, the production of ESBL in E. coli has 
PUJYLHZLKZPNUPÄJHU[S`LZWLJPHSS`K\L[V[OLL_WHUZPVUVM[OL*;?4LUa`TLZ;OLJ\YYLU[WHUKL-
mic is due mainly to the success of high-risk clones, being the ST131 the most notable associated 
with the production of CTX-M-15 enzyme. The successful of the clonal group ST131 may be explai-
ned by the acquisition of virulence and resistance genes, by its enormous genetic diversity, and its 
capacity to colonize the intestine. However, it is unknown if all variants/lineages/subclones of this 
emerging clonal group possess the same level of virulence and ability to spread. The present doc-
toral thesis includes three studies (Dahbi G, Mora A et al. 2013 Int J Antimicrob Agents 42:347-351; 
Dahbi G, Mora A et al. 2014 Int J Med Microbiol 304:1247-1257; Mora A, Dahbi G et al. 2014 PLOS 
One 9(1):e87025) with the following aims:
(A) To assess the real prevalence of clonal group ST131 identifying all its variants. 
);VJOHYHJ[LYPaLHUKJVTWHYL[OLKPɈLYLU[:;Z\IJSVULZKL[LYTPUPUN[OLPY6!/ZLYV-
[`WLZ]PY\SLUJLNLULZ7-.,WYVÄSLZZLX\LUJL[`WLZI`[OL0UZ[P[\[7HZ[L\YZJOLTLÄT/ 
alleles and their resistances. 
(C) To study the in vivo]PY\SLUJLVM[OLZ[YHPUZ:;ILSVUNPUN[VKPɈLYLU[Z\IJSVULZ\ZPUNH
murine sepsis model.
Of the results obtained, we concluded:
(1) The clonal group ST131 is clearly implicated in the increasing prevalence of ESBLEC detec-
ted in the Hospital Universitario Lucus Augusti since more than 50% of the ESBL producing 
strains isolated in 2012 belonged to ST131. This fact has also been reported in other Spanish 
hospitals and worldwide. 
6\YYLZ\S[ZJVUÄYT[OH[[OLU\YZPUNOVTLZHYLHUPTWVY[HU[YLZLY]VPYVM,:)3,*Z[YHPUZ
6\YYLZVS[ZHSZVJVUÄYT[OH[[OL:;Z[YHPUZWYVK\JPUN,:)3JHYY`TVYL]PY\SLUJLNLULZ
than non-ST131 strains producing ESBL.
(4) The genetic diversity of ST131 clonal group strains is extraordinary and new strains conti-
U\L[VLTLYNL^P[OKPɈLYLU[JVTIPUH[PVUZVM]PY\SLUJLNLULZ
(5) The H30 subclone is widely spread in Spain, being predominant among O25b:H4 strains. 
On the other hand, H30-Rx sublineage is predominant among strains producing CTX-M-15.
(6) H30-Rx strains carry virulence genes than H30 strains that do not belong to H30-Rx sub-
clone. Therefore, the ST131 strains more widely spread in Spain and worldwide are those 
possessing more virulence and resistance genes.
(7) In Spain, like in other countries, the O16:H5-ST131-H41 subclone is less spread, and most 
strains belong to the sequence type PST506 according to the Institut Pasteur scheme and 
produce CTX-M-14. 
(8) Strains belonging to the subclone O16:H5-ST131-H41 show fewer virulence genes than 
6I!/:;Z[YHPUZHUKHSZVKPɈLYLU[]PYV[`WLZ
(9) The O16:H5-ST131-HZ[YHPUZZOV^HYLTHYRHISLNLUL[PJKP]LYZP[`HUKWVZZLZZKPɈLYLU[
PFGE-?IH0WYVÄSLZMYVT[OVZLVM6I!/:;Z[YHPUZ
(10) The analysis of PFGE-?IH0WYVÄSLZ YL]LHSZHKLUKYVNYHT^P[OKPɈLYLU[JS\Z[LYZ^OPJO
gruop strains belonging to the same subclone (H30, H30-Rx, H22, and H41) and virotype. This 
fact supports a clear phylogenetic component in the origin of virotypes. 
(11) Both O25b:H4-ST131 and O16:H5-ST131 strains show a high virulence level in the in vivo 
sepsis murine model. 
(12) If the most virulent strains are those showing rapid lethality in the in vivo murine model of 
sepsis, O25b:H4-ST131  H30-Rx strains (especially of virotype A) would be the most virulent, 
ILPUN[OLYHWPK]PY\SLUJLZPNUPÄJHU[S`HZZVJPH[LK^P[O[OL]PY\SLUJLNLULZafaFM955459, sat 
and RWZ4002
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1.Introducción
1.1Características generales de Escherichia coli
Escherichia coli, también llamado colibacilo, fue descubierto en 1885 por el pediatra alemán 
Theodor Von Escherich (Escherich, 1885) tras aislarlo de las heces de un niño sano. Pertenece a 
la familia ,U[LYVIHJ[LYPHJLHL (Ewing, 1986), y es un bacilo gram-negativo, anaerobio facultativo, 
oxidasa negativo que puede presentar cápsula, capaz de fermentar glucosa y lactosa y las cepas 
T}]PSLZWVZLLUÅHNLSHJP}UWLYP[YPJH ,^PUN ")SHUJVet al. 2002; Kaper et al. 2004; Beutin, 
2006; Bettelheim, 2007). Es quizás el organismo procariota más estudiado debido a su tempra-
no descubrimiento, a su facilidad de crecimiento (una división celular cada 20 minutos a 37ºC en 
\UTLKPVU\[YP[P]VHZ\PTWVY[HU[LZPNUPÄJHKVJSxUPJV`HZ\NYHUKP]LYZPKHKNLUt[PJH:\I\LU
comportamiento ha hecho de este germen un candidato ideal para los experimentos de genética y 
biología molecular.
E. coli es una especie común de la microbiota intestinal. Su establecimiento en el sistema diges-
tivo se produce desde el tracto urogenital de la madre en el momento del parto y desde el medio 
ambiente durante las primeras horas y días de vida. Los primeros microorganismos en colonizar el 
intestino de los recién nacidos son bacterias anaerobias facultativas, tales como enterobacterias y 
estreptococos, seguido de bacterias pertenecientes a los géneros :[HWO`SVJVJJ\Z,,U[LYVJVJJ\Z
y 3HJ[VIHJPSS\Z. La reducción del oxígeno generado por el crecimiento de estas bacterias permite a 
las bacterias anaerobias, tales como )PÄKVIHJ[LYP\T)HJ[LYVPKLZ y *SVZ[YPKP\T, establecerse en el 
tracto intestinal (Figura 1) (Schulze et al. 2006).
La presencia de E. coli, junto con otras bacterias, en el intestino, es necesaria para el correcto 
M\UJPVUHTPLU[VKLSWYVJLZVKPNLZ[P]V9LHSPaHKPMLYLU[LZM\UJPVULZKLJHYmJ[LYÄZPVS}NPJVILULÄ-
ciosas para el hospedador, tales como la ayuda en la absorción de nutrientes, su papel en la sínte-
sis de la vitaminas K y B, el procesamiento de los residuos alimenticios, el constante estímulo de la 
respuesta inmune en el hospedador y la inhibición competitiva que ejerce sobre el crecimiento de 
todo tipo de enteropatógenos (Kruis et al. 2004). 
En un adulto, E. coli representa aproximadamente el 0,1% de la microbiota intestinal y el 80% de 
la microbiota anaerobia facultativa. Está presente en cantidades variables a lo largo de la cavidad 
oral y el tracto gastrointestinal con una ubicación sustancial en las partes distales del tubo digestivo 
(Figura 2) (Schulze et al. 2006; Tenaillon et al. 2010).
2
Existe una sucesión continua de las cepas de E. coli en el tracto intestinal. Mientras algunas están 
WYLZLU[LZ`WLYZPZ[LULUSHÅVYHK\YHU[L]HYPVZTLZLZV[YHZUVZJVSVUPaHUKLTHULYH[YHUZP[VYPH
y sólo son detectadas durante algunos días (Nowrouzian et al. 2003). Sin embargo, se han docu-
mentado la presencia de cinco biotipos en las heces de personas sanas al mismo tiempo, lo que 
indica la diversidad dentro de las cepas de E. coli pertenecientes a la microbiota intestinal (Apper-
loo-Renkema et al. 1990).
Figura 2
Presencia de bacterias aerobias e anaerobias en las diferentes partes del tracto orogastrointestinal (tomado de Schulze et 
al. 2006)
Figura1 
Colonización secuencial de los 
intestinos de los neonatos por 
bacterias aerobias e anaerobias 
tomado de (Schulze et al. 2006)
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E. coli es la especie predominante de la microbiota aerobia y anaerobia facultativa del tubo di-
gestivo de la mayoría de los animales de sangre caliente. Al tratarse de una bacteria intestinal, se 
excreta diariamente con las heces de manera abundante. Las heces de un ser humano contienen 
entre 108 y 109 E. coli /g. Como la masa fecal media de una deposcición es de unos 200 gramos, 
esta masa contendrá 2 x 1010 – 1011 E.coli. Por tanto, la población humana excreta diariamente so-
bre 1020 – 1021 E. coli al medio ambiente, una cantidad que se ve incrementada por las excreciones 
de los animales. Se estima que aproximadamente el 90% de estos E. coli sobreviven, al menos 
inicialmente, porque en la mayor parte del mundo los sistemas de alcantarillado no se tratan ade-
cuadamente. Es una bacteria de amplia distribución, pudiéndose encontrar en el medio ambiente, 
el agua y los alimentos, de ahí que su aislamiento sea un indicador de contaminación  fecal reciente 
(Hartl y Dykhuizen, 1984; Gordon y Cowling, 2003). 
1.2CSHZPÄJHJP}UZLYVS}NPJH
0UPJPHSTLU[LSHJSHZPÄJHJP}UVSHKPMLYLUJPHJP}ULU[YLSHZJLWHZKLE. coli se hacía mediante la 
determinación del biotipo, basado en pruebas bioquímicas como la capacidad de fermentar o no 
ciertos carbohidratos, pero este método no permitía diferenciar las cepas patógenas de las inocuas 
por su bajo nivel discriminatorio. 
,U 2H\ɈTHUWYVWVUL\UHMVYTHKLKPMLYLUJPHYSHZJLWHZKLE. coli en base a sus principa-
SLZHU[xNLUVZKLZ\WLYÄJPLKL[LYTPUHUKV!SVZHU[xNLUVZZVTm[PJVZ6JHWZ\SHYLZ2`ÅHNLSHYLZ/
(Figura 3). 
,S LZX\LTH KL JSHZPÄJHJP}U PUPJPHSTLU[L WYVW\LZ[V WVY 2H\ɈTHU PUJS\xH  HU[xNLUVZ6 
antígenos K y 20 antígenos H. En la actualidad el esquema internacional de tipado reconoce 174 
antígenos O (O1 a O185) (eliminando los antígenos O31, O47, O67, O72, O93, O94 y O122) y 53 an-
tígenos H (H1 a H56) (eliminados los H13, H22 y H50) y más de 103 antígenos K. La determinación 
KLSVZHU[xNLUVZ6`/ZLYLHSPaHWVY[tJUPJHZKLHNS\[PUHJP}UTPLU[YHZX\LSHPKLU[PÄJHJP}UKLS
antígeno K se realiza por contrainmunoelectroforesis. Debido a su complejidad, la determinación 
del antigeno K no suele hacerse de manera rutinaria, por lo que el serotipo se expresa normalmente 
con la combinación O:H. 
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Figura 3 
,ZX\LTHLULSX\LZLYLWYLZLU[HUSVZHU[xNLUVZKLZ\WLYÄJPL62/`-`HSN\UVZMHJ[VYLZKL]PY\SLUJPH)HZHKVLULS
VYPNPUHSKL1VOUZVU  `MV[VNYHMxHKLTPJYVZJVWxHLSLJ[Y}UPJHKLSHIHJ[LYPHE. coli (LREC-USC).
Figura 4
Esquema de la estructura de la pared celular de E. coli (tomado de Schulze et al. 2006)
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Antígeno O
El antígeno O es un polisacárido termoestable (121ºC/2h) que forma parte del lipopolisacárido 
(LPS) de la membrana externa de la pared celular. El LPS, conocido también como endotoxina, 
consta de tres componentes: (a) el lípido A, que está insertado en la membrana externa, (b) el poli-
sacárido central y (c) una cadena lateral que contiene un gran número de unidades repetitivas de 3 
a 6 azúcares cuya combinación determina la diversidad del antígeno O (Figura 4). 
3HIPVZxU[LZPZKLSHU[xNLUV6LZ[mJVKPÄJHKHWVY\UJS\Z[LYKLNLULZKLUVTPUHKVLSJS\Z[LYYMI 
que está generalmente delimitado por los genes gnd y galF. El número de genes que constituye 
este cluster puede variar entre 6 y 19, y su tamaño de 4,2 a 20 Kb. Dentro del JS\Z[LY YMI se en-
J\LU[YHUSVZNLULZX\LJVKPÄJHUWHYHLSHU[xNLUV6ÅPWHZH^a_ y antígeno O-polimerasa (^a`), 
responsables de la translocación a través de la membrana y la polimerización del antígeno O res-
pectivamente. Estos genes están bastante conservados entre las cepas E. coli `ZVUT\`LZWLJxÄ-
cos de cada antígeno.
Una limitación importante para el serotipado es el gran número de antisueros necesarios para 
determinar el antígeno O, existiendo un reducido número de laboratorios nacionales de referencia 
que dispongan de todos ellos. Por esta razón, se han desarrollado pruebas de reacción en cadena 
KLSHWVSPTLYHZH7*9LZWLJxÄJHZIHZHKHZLUSVZNLULZ^a_ y ^a`, que permiten detectar e iden-
[PÄJHYSVZHU[xNLUVZ6TmZJVT\ULZLUJLWHZPTWSPJHKHZLUPUMLJJPVULZNYH]LZLUZLYLZO\THUVZ
y animales. (Debroy et al. 2011, 2005; Clermont et al. 2007; Wang y quinn, 2010; Ballmer et al. 2007; 
Dan li et al. 2010).
Antígeno K
El antígeno K es el polisacárido capsular que envuelve la pared celular y su presencia puede en-
mascarar y bloquear el reconocimiento del antígeno O inhibiendo su aglutinación. Existen dos gru-
pos de antígenos K, que se corresponden con las variedades K (A) y K (L). Los antígenos K (L) son 
eliminados al tratarlos a 100ºC durante una hora, mientras que los antígenos K (A) requieren una 
exposición a 121ºC durante dos horas y media y se asocian solamente a cepas de los serogrupos 
O8, O9, O20 y O101.
Antígeno H
E. coli LZ\UHIHJ[LYPHWLYP[PJHLZKLJPY[PLULÅHNLSVZHUJSHKVZLUSHTLTIYHUHX\LZLWYV`LJ[HU
LU[VKHZKPYLJJPVULZ3VZÅHNLSVZZVUÄSHTLU[VZWYV[LPJVZOLSPJVPKHSLZKLSVUNP[\K`KPmTL[YV
uniforme, responsables de la movilidad de E. coli (Figura 5).3VZÅHNLSVZZLJVTWVULUKL[YLZWHY-
[LZ!LSÄSHTLU[VLSNHUJOV`LSJ\LYWVIHZHS+\YHU[LZ\ZxU[LZPZSVZJVTWVULU[LZKLSÅHNLSVZVU
capaces de autoensamblarse, sin ayuda de enzimas o de otros factores. La diversidad del antígeno 
/LZKLIPKHHSVZKPMLYLU[LZ[PWVZKLÅHNLSPUHX\LJVTWVULUSHLZ[Y\J[\YHKLSÅHNLSV,SHU[xNLUV
/LZ[mJVKPÄJHKVWVYLSNLUÅP* en 43 de las 53 antígenos H conocidos; los 10 restantes están co-
KPÄJHKVZWVYV[YVZNLULZÅR(ÅS(ÅT( y otros) que no están muy estudiados.
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,Z[HMVYTHKLJSHZPÄJHJP}UZLYVS}NPJHYLZ\S[}T\`[PSLUSVZWYPTLYVZLZ[\KPVZLWPKLTPVS}NPJVZ
facilitando la diferenciación entre cepas virulentas e inocuas, ya que aunque existen miles de se-
rotipos O:H diferentes, tan solo algunos son especialmente frecuentes entre las cepas patógenas 
(Guinée et al., 1981; Orskov y Orskov, 1984; Ewing, 1986). 
Se puede considerar al serotipado como la primera técnica que ha permitido comparar cepas 
asociadas con brotes y realizar una primera aproximación al estudio de la clonalidad. No obstante, 
Las regiones  3’ y 5’ (N y C) terminal del gen ÅP*están muy conservadas, pero la parte central es 
]HYPHISLSVX\LJVUÄLYLLZWLJPÄJPKHKHSHU[xNLUV/
Las cepas inmóviles poseen también el gen ÅP* pero son incapaces de expresar in vitro ÅHNLSVZ
M\UJPVUHSLZ9LJPLU[LZLZ[\KPVZPUKPJHUX\LSHTV]PSPKHK ̀WVYSV[HU[VSHWYLZLUJPHKLÅHNLSVZ
puede contribuir a la virulencia. En los últimos años se han desarrollado técnicas moleculares para 
la determinación del antígeno H en los laboratorios que no disponen de antisueros, como la diges-
tión enzimática del gen ÅP*/OHS9-73X\LWLYTP[LVI[LULYWH[YVULZKLKPNLZ[P}ULZWLJxÄJVZKL
cada antígeno H, salvo en los casos donde existen varios alelos para el mismo antígeno (como el 
H21). Se han puesto a punto también pruebas de PCR basadas en la variabilidad de la región cen-
tral del gen ÅP*WHYHKLZHYYVSSHYJLIHKVYLZLZWLJxÄJVZKLHSN\UVZHU[xNLUVZ/`[HTIPtUZLOHU
desarrollado microarrays. (Wang et al., 2010; Ballmer et al., 2007).
Figura 5
-SHNLSVKL\UHIHJ[LYPHNYHTULNH[P]H-PN\YHKL0U-
[YVK\JJP}UHSH4PJYVIPVSVNxH ¡LKPJP}U;69;69(
.1-<52,)9*(:,*3,KP[VYPHS4tKPJH7HUHTLYP-
cana.
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el serotipo de las cepas no siempre se correlaciona con un origen evolutivo común o relacionado, 
ya que cepas genéticamente separadas pueden presentar el mismo serotipo mientras que otras 
genéticamente próximas pueden tener serotipos diferentes. Así, el desarrollo reciente de las mo-
dernas técnicas de Biología Molecular, como MLST (T\S[PSVJ\ZZLX\LUJL[`WPUN, han puesto de 
THUPÄLZ[VX\L SHZJLWHZWLY[LULJPLU[LZH\UHTPZTHZLJ\LUJPH [PWV :;W\LKLUWLY[LULJLYH
diferentes serotipos. 
No obstante, dentro de una determinada secuencia tipo predominan normalmente unos pocos 
serotipos. Así, la mayoría de las cepas de E. coli:;NY\WVÄSVNLUt[PJV)WLY[LULJLUHSZLYV[P-
po O25b:H4, siendo el serotipo O16:H5 el segundo más frecuentemente asociado con esta secuen-
cia tipo (Matsumura et al., 2012; Johnson et al., 2014). No obstante, también se han aislado cepas 
KLSZLYV[PWV6I!/X\LWYLZLU[HUSHZLJ\LUJPH[PWV:; NY\WVÄSVNLUt[PJV+*VSVTLY3S\JO
et al., 2013).
El serotipado, junto con la determinación de los factores/genes de virulencia (patotipo), ha per-
TP[PKVPKLU[PÄJHYSVZWYPUJPWHSLZZLYVWH[V[PWVZYLZWVUZHISLZKLSHZPUMLJJPVULZLUZLYLZO\THUVZ
y animales.
1.3Diversidad de las cepas de E. coli
Las diferentes cepas de E. coliW\LKLUJSHZPÄJHYZLLU[YLZJH[LNVYxHZH[LUKPLUKVHZ\WH[VNL-
nicidad: cepas comensales no patógenas, cepas responsables de patologías intestinales y cepas 
responsables de patologías extraintestinales (Russo y Johnson, 2000).
El estudio de la diversidad de E. coliJVTLUa}LUSVZH|VZJ\HYLU[HKLSZPNSVWHZHKVJSHZPÄJHUKV
las cepas mediante el biotipado y el serotipado. Posteriormente también se ha utilizado el antibio-
NYHTHLZWLJPHSTLU[LWHYHJVTWHYHY SHZJLWHZJSxUPJHZ4PSRTHU  LZ[\KP}LSWVSPTVYÄZTV
proteico de las cepas empleando una técnica llamada MLEE (T\S[PSVJ\ZLUa`TLLSLJ[YVWOVYLZPZ), 
una de las primeras herramientas para el estudio de la variación genética en las poblaciones natura-
SLZKLIHJ[LYPHZ,Z[H[tJUPJHKL[LJ[HWVSPTVYÄZTVZKLWYV[LxUHZZPTPSHYLZTLKPHU[LSHZLWHYHJP}U
de las iso-enzimas por sus diferencias de migración electroforética en condiciones no desnaturali-
aHU[LZ3H]HYPHJP}UKLSVZWLYÄSLZLSLJ[YVMVYt[PJVZLZKLIPKHLUWHY[LHZ\Z[P[\JPVULZKLHTPUVm-
JPKVZX\LPUÅ\`LULUSHJHYNHLSLJ[YVZ[m[PJHKLSHWYV[LxUH6JOTHU`:LSHUKLY HWSPJHYVU
esta técnica para el estudio de 35 enzimas sobre una colección de cepas de referencia denominada 
ECOR. Esta colección está compuesta por 72 cepas patógenas y comensales aisladas de humanos
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Figura 6
*SHZPÄJHJP}UÄSVNLUt[PJHKLSHZJLWHZ,*69\[PSPaHUKV43,,*OH\KO\YPet al.
`HUPTHSLZKLKPZ[PU[VZVYxNLULZNLVNYmÄJVZ(\UX\LLSVIQL[P]VKLSHJYLHJP}UKLLZ[HJVSLJJP}U
fue representar la diversidad de esta especie, no se incluyeron cepas diarreagénicas. El resultado 
KLLZ[LLZ[\KPVM\LSHKLÄUPJP}UKLZLPZNYHUKLZNY\WVZÄSVNLUt[PJVZ!())*+`,,ULZ[\-
dios posteriores, donde se amplió el número de enzimas a 38, y aplicando un análisis informático 
más robusto, se eliminó el grupo C al ser englobado en los grupos B1 y B2 (Figura 6) (Chaudhuri 
et al. 2012).
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El grupo A es considerado el más antíguo y la cepa K12 está incluida en él. La aplicación de es-
tudios similares a otras colecciones de cepas, como la colección DEC, formada por 78 cepas dia-
YYLHNtUPJHZ`\[PSPaHUKVKPMLYLU[LZTt[VKVZÄSVNLUt[PJVZJVUÄYT}SH]HSPKLaKLLZ[HJSHZPÄJHJP}U
y la predominancia de los grupos A, B1, B2 y D. 
En el año 2000, Clermont y colaboradores desarrollaron un método más sencillo que  MLEE para 
KL[LYTPUHYLSNY\WVÄSVNLUt[PJVL]HS\HUKVSHWYLZLUJPHVH\ZLUJPHKLSVZNLULZJO\( (presente 
en los grupos B2 y D, ausente en el grupo D) y yjaA (presente en el grupo B2, ausente en el D) y el 
fragmento de ADN TSPE4.C2 (presente en el grupo B1 pero ausente el grupo A). Sin embargo este 
Tt[VKV[PLULZ\ZSPTP[HJPVULZW\LZ[VX\LHSN\UHZJLWHZUVZVUJSHZPÄJHISLZLUUPUN\UVKLSVZ
NY\WVZWYVW\LZ[VZ`L_PZ[L\UTHYNLUKLLYYVYX\LSPTP[HSHÄHIPSPKHKHS
3HZJLWHZJVTLUZHSLZZLJSHZPÄJHUTH`VYP[HYPHTLU[LKLU[YVKLSVZNY\WVZÄSVNLUt[PJVZ(`)
La gran mayoría de las cepas patógenas intestinales pertenecen a los grupos A, B1 y D, mientras 
que las cepas patógenas extraintestinales pertenecen principalmente a los grupos B2 y D (Chaud-
huri et al. 2012).
Los resultados del estudio de Rode y colaboradores (1999) sobre el análisis comparativo del 
genoma de diferentes cepas de E. coli JVUÄYT} SVZ YLZ\S[HKVZ WYLSPTPUHYLZ KL)LYN[OVYZZVU `
Ochman (1998) sobre la colección ECOR, revelando la gran variabilidad del tamaño del genoma 
que puede oscilar entre 4,5 y 5,5 Mb, siendo las cepas patógenas las que presentan un genoma 
mucho más grande. Esta variabilidad de tamaño entre cepas es debida principalmente a la adqui-
sición o pérdida de material genético. Algunas cepas de E. coli fueron adquiriendo a lo largo de la 
evolución un amplio repertorio de genes de virulencia, los cuales a menudo se localizan en elemen-
tos genéticos transmisibles como transposones, plásmidos o bacteriófagos. Estos genes también 
pueden estar agrupados en grandes bloques de ADN llamados islas de patogenicidad (Figura 7). 
Además de la adquisición de genes de virulencia mediante elementos transmisibles, la delección, 
la inactivación o mutaciones puntuales en genes preexistentes pueden contribuir a la virulencia y/o 
cambios fenotípicos (Dobrindt et al. 2010; Schulze et al. 2006).
El análisis de los genomas secuenciados muestra un contenido promedio de G+C en E. coli del 
50,8%, aunque un número importante de genes contiene diferentes proporciones de G+C y un índi-
ce de uso de codones muy diferente al resto del genoma, lo que sugiere que estos genes provienen 
de otros linajes bacterianos y fueron adquiridos por transferencia horizontal. Por ejemplo, el 17% 
del genoma de la cepa comensal K12 y el 26% de la patógena ECEH O157:H7 tiene un porcentaje 
de G+C distinto del promedio típico de E. coli (50,8%). Entre estos genes con contenido G+C dife-
rente destacan las llamadas islas de patogenicidad, que son regiones donde se concentran algunos 
de los genes de virulencia. Este proceso de transferencia horizontal origina genomas bacterianos 
que consisten en mosaicos de genes con diferentes historias evolutivas (Boyd et al. 1996; Sandner 
et al. 2001).
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Figura 7
,]VS\JP}UKLSNLUVTHIHJ[LYPHUVWVYHKX\PZPJP}UVWtYKPKHKL PUMVYTHJP}UNLUt[PJH ÄN\YHTVKPÄJHKHKL2HWLYet al.

Dentro de E. coli existe una gran diversidad genética y ecológica, así como una alta tasa de re-
combinación e intercambio genético, lo que permite generar gran cantidad de genotipos, aunque 
esto no suceda en todas las generaciones. 
El resultado de estos movimientos genéticos puede dar lugar a una combinación exitosa que 
permita invadir nuevos nichos ambientales o nuevos hospedadores. Estos sucesos generan nuevas 
variantes de E. coli que pueden llegar a ser muy competitivas, como por ejemplo las cepas entero-
hemorrágicas del serotipo O157:H7. Esto sugiere que la biología básica de E. coli es mucho más 
compleja e interesante de lo que los estudios clásicos indicaban.
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Figura 8
Representación de 
los elementos de un 
genoma bacteriano 
/HJRLY`*HYUPLS

El proceso evolutivo ha hecho de E. coli una especie muy versátil, capaz de colonizar nuevos 
nichos ecológicos, multiplicarse y producir patologías particulares en animales y seres humanos, 
tanto de tipo entérico (diarreas, disentería, colitis hemorrágica (CH), síndrome urémico hemolítico 
(SUH) y enfermedad de los edemas) como extraintestinal (infección del tracto urinario (ITU), bacte-
riemias o septicemias, meningitis, peritonitis, mastitis, e infecciones pulmonares y de heridas). Sin
 El genoma de los E. coli se puede dividir en dos partes (Figura 8). La primera parte, llamada 
núcleo genómico (JVYLNLULWVVS), contiene todos los genes comunes de E. coli y proviene de un 
TPZTVHUJLZ[YV,Z[VZNLULZZVUJVKPÄJHKVYLZKLWYV[LxUHZLZLUJPHSLZLUSHZM\UJPVULZÄZPVS}NP-
cas de la bacteria (proteínas implicadas en la traducción, el metabolismo, los ribosomas…). La se-
N\UKHWHY[LSSHTHKHJVUQ\U[VÅL_PISLKLNLULZÅL_PISLNLULWVVSJVU[PLULNLULZX\LJVKPÄJHU
WHYHM\UJPVULZHKPJPVUHSLZUVLZLUJPHSLZWHYHSH]PKHKLSHIHJ[LYPH̀ X\LZPULTIHYNVSLJVUÄLYLU
JPLY[HZ]LU[HQHZ"[HSLZLSJHZVKLSVZNLULZX\LJVKPÄJHUWHYHMHJ[VYLZKL]PY\SLUJPHHKHW[HJP}U
a diferentes ambientes, diseminación, resistencia a los antibióticos, etc (Hacker y Carniel, 2001; 
Tenaillon et al. 2010).
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Sin embargo, E. coli puede ser también una especie probiótica. Su utilización como probiótico 
comenzó en los años 1920 por Alfred Nissle (Nissle, 1918) con el aislamiento de la cepa denomina-
da Nissle 1917. Esta cepa se aisló de las heces de un soldado que no desarrolló diarrea durante la 
LWPKLTPHKL:OPNLSSHLUSHWYPTLYHN\LYYHT\UKPHS3VZLZ[\KPVZKLTVZ[YHYVUSHLÄJHJPHKLSHJLWH
5PZZSL LUJHZVZKLLU[LYP[PZNHZ[YVLU[LYP[PZJVSP[PZ\SJLYVZH`V[YHZLUMLYTLKHKLZPUÅHTH[V-
rias crónicas (Kruis et al., 2004; Schulze et al. 20006).
1.4Ecoli patógeno intestinal
E.coli provoca en seres humanos del orden de 630 millones de casos de diarrea en el mundo y 
aproximadamente 775.000 muertes al año, afectando fundamentalmente a la población infantil del 
tercer mundo. En animales domésticos las colibacilosis son muy frecuentes, incidiendo esencial-
mente en animales de pocos días de vida y en recién destetados, y ocasionan importantes pérdi-
das económicas en las explotaciones de ganado bovino, porcino y ovino, así como en las de cría 
intensiva de conejos.
Los E. coli patógenos intestinales se han englobado en diferentes grupos o patotipos: E. coli 
enteropatogénicos (EPEC), al que pertenecen las cepas en las que por primera vez se reconoció 
capacidad patogénica de E. coli en la década de 1930; E. coli enterotoxigénicos (ETEC); E. coli 
enteroinvasivos (EIEC); E. coli verotoxigénicos (VTEC), también conocidos como productores de 
toxina Shiga (STEC) o enterohemorrágicos (EHEC); E. coli enteroagregativos (EAEC o EAggEC); E. 
coli con adherencia difusa (DAEC) y E. coli adherentes invasivos (AIEC). Las cepas de estos grupos 
WYLZLU[HUTLJHUPZTVZKLWH[VNtULZPZLZWLJxÄJVZZLYV[PWVZKPZ[PU[VZ`WYVK\JLUPUMLJJPVULZ`
síndromes diferentes (Blanco et al. 1992, 1993, 1996, 1997, 2002, 2004a,b,c; De Rycke et al. 1990; 
Holland, 1990; Johnson, 1991; Cid et al. 1996; Nataro y Kaper, 1998; Dho y Fairbrother, 1999; Mora 
2002; Kaper et al. 2004; Aidar-Ugrinovich et al. 2007; Zhang et al. 2007; Martínez-Medina et al. 
2009).
Para sobrevivir y multiplicarse en el tracto intestinal, las cepas de E. coli deben sobrepasar las 
primeras barreras de defensa del hospedador: el movimiento peristáltico del intestino y la barrera 
KLSHTPJYVÅVYHJVTLUZHS,Z[HTPJYVIPV[HHJHWHYHSVZU\[YPLU[LZWYVK\JLPUOPIPKVYLZ`VJ\WHSH
Z\WLYÄJPLKLSHT\JVZH3HZJLWHZKL,JVSPWH[}NLUHZW\LKLUZ\WLYHYLZ[HIHYYLYHNYHJPHZHZ\
capacidad para competir, bajo condiciones de anaerobiosis, por las fuentes de energía, de carbono 
y de hierro, de producir bacteriocinas, así como por un rápido crecimiento.
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Las cepas de E. coli que causan infecciones entéricas en seres humanos y animales pueden 
compartir determinados factores de virulencia pero en general presentan diferentes serotipos y po-
ZLLUHKOLZPUHZLZWLJxÄJHZX\LZVUYLZWVUZHISLZKLZ\LZWLJPÄJPKHKKLOVZWLKHKVY7VYSV[HU[V
las cepas diarreagénicas de E. coli para seres humanos no suelen producir infecciones en animales 
y viceversa. No obstante, se ha comprobado que los animales pueden ser un reservorio de E. coli 
enteropatógenos para las personas. Así, los E. coli verotoxigénicos (VTEC), que causan CH y SUH 
en humanos, forman parte de la microbiota intestinal de los rumiantes donde se comportan, en la 
mayor parte de los casos, como comensales. 
(J[\HSTLU[LLS[tYTPUVWH[V[PWVTLUVZJVTUTLU[LLSKLWH[V]HYZLLTWSLHWHYHPKLU[PÄJHY
los diferentes tipos de E. coli en base a sus mecanismos de virulencia. Así, los principales patotipos 
entre  E. coli causantes de infecciones entéricas serían: EPEC, ETEC, EIEC, VTEC/STEC/EHEC, 
EAEC, DAEC, AIEC (Figura 9).
Figura 9
4LJHUPZTVZKLWH[VNtULZPZKLSHZZLPZJH[LNVYxHZYLJVUVJPKHZKLE. coliKPHYYLHNtUPJVZ2HWLYet al.
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1.5Ecoli patógeno extraintestinal (ExPEC)
Las cepas patógenas extraintestinales de E. coli (ExPEC) son capaces de causar diferentes infec-
ciones en los seres humanos y animales de sangre caliente. En los seres humanos E. coli es uno de 
los principales responsables de infecciones urinarias (E. coli uropatogénicos, UPEC), septicemias 
(E. coli bacteriémicos o septicémicos, SEC) y de meningitis en los recién nacidos (E. coli causantes 
de meningitis neonatales, NMEC) (Bidet et al. 2007; Blanco et al. 1992a, 1994, 1996; Russo y John-
son, 2000; Johnson y Russo, 2002; Smith et al. 2007). En los animales es de especial relevancia las 
elevadas pérdidas económicas que padece la industria avícola debido a las colibacilosis por APEC 
que causan infecciones respitatorias y sepsis (Blanco et al. 1997a, 1998; Mora et al. 2009, 2012, 
2013; Moulin-Schouleur et al. 2006; Schouler et al. 2012). En el ganado bovino E. coli puede causar 
mamitis. Los animales de compañía como los perros y gatos también sufren infecciones por cepas 
ExPEC que pueden compartir genes de virulencia con cepas causantes de infecciones en seres 
humanos (Dho-Moulin y Fairbrother, 1999; Shpigel et al. 2008; Bélanger et al. 2011).
,S[YHJ[V\YPUHYPVLZ\UTLKPVWYV[LNPKVKLSVZWH[}NLUVZWVYLSÅ\QV\YPUHYPVWVYMHJ[VYLZHU-
tibacterianos secretados por las células epiteliales y por la actividad del sistema inmune. Las in-
fecciones del tracto urinario (ITUs) son infecciones comunes en los seres humanos, afectando 
mayoritariamente a las mujeres, siendo E. coli el agente etiológico más frecuentemente aislado. Se 
estima que cada año en el mundo tienen lugar unos 130-175 millones de ITUs en seres humanos, y 
un 80% de las mismas son causadas por cepas UPEC (también conocidas como ExPEC) (Russo y 
Johnson, 2003). Estas ITUs varían en severidad y localización y pueden ser incluso asintomáticas. 
Las infecciones urinarias empiezan por la entrada de una cepa patógena de E. coli en el tracto uri-
nario, que asciende por la uretra hasta la vejiga donde se desarrolla la primera infección (cistitis). 
Algunas cepas pueden seguir ascendiendo por los uréteres y llegar al riñón causando pielonefritis, 
e incluso pueden atravesar la barrera endotelial y entrar en la circulación sanguínea provocando 
bacteriemias/septicemias/sepsis (Figura 10) (Wiles et al. 2008; Kaper et al. 2004).
Inicialmente se desarrollaron dos teorías para explicar la relación entre las cepas fecales de E. 
coli y las causantes de ITUs: la teoría de la prevalencia y la teoría de la especial patogenicidad. La 
WYPTLYHZVZ[LUxHX\LSHJLWHWYLZLU[LLUTH`VYHI\UKHUJPHLUSHÅVYHUVYTHSPU[LZ[PUHSLYHSHX\L
usualmente causaba las ITUs, mientras que la segunda apoyaba la idea de que sólo determinadas 
cepas con factores de virulencia eran capaces de producir infecciones extraintestinales. Los resul-
[HKVZVI[LUPKVZLUSHKtJHKHKLSVZVJOLU[H`UV]LU[HKLSZPNSVWHZHKVJVUÄYTHYVUSH]HSPKLaKL
la teoría de la especial patogenicidad, ya que se comprobó que estas cepas presentaban una serie 
de factores de virulencia que les permiten invadir, colonizar y dañar el tracto urinario. No obstante,
15                                                                                                      
INTRODUCCIÓN
Figura 10
3HZKPMLYLU[LZL[HWHZKLSHPUMLJJP}UKLS[YHJ[V\YPUHYPV2HWLYet al.
ZPSHZKLMLUZHZKLSOVZWLKHKVYLZ[mUZ\ÄJPLU[LTLU[LKPZTPU\PKHZPUJS\ZVJLWHZJVULZJHZVZMHJ-
[VYLZKL]PY\SLUJPHWYLZLU[LZLUSHÅVYHPU[LZ[PUHSWVKYxHUZLYWV[LUJPHSTLU[L]PY\SLU[HZ)SHUJVet 
al. 1991, 1992a; Johnson, 1991; Mora et al. 2009).
E. coli es la primera causa de meningitis bacteriana neonatal dentro de las meningitis causadas 
por bacterias gram negativas. La tasa de mortalidad de estas infecciones varía del 15% al 40%, con 
secuelas neurológicas en aproximadamente el 60% de los casos (Unhanand et al. 1993; Dawson 
et al. 1999). La infección puede tener lugar a la hora del nacimiento o por transmisión a través del 
cordón umbilical infectado. El desarrollo de la enfermedad comienza con la colonización e invasión 
de las mucosas digestivas o respiratorias. A continuación, las bacterias migran al espacio intravas-
cular donde sobreviven y se multiplican provocando una bacteriemia. A partir de una concentración 
elevada de bacterias en sangre, cruzan la barrera hematoencefálica e invaden las meninges y el 
ZPZ[LTHULY]PVZVJLU[YHSKLZLUJHKLUHUKV\UHYLZW\LZ[HPUÅHTH[VYPHX\LJVUK\JLH\UHKPZTP-
nución de la presión intracraneal, a la formación de edemas y de lesiones neuronales (Figura 11) 
(Kim, 2002, 2003, 2008).
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Figura 11
Meningitis bacteriana. Tomado de http://es.dreamstime.com
Por último, las cepas ExPEC también constituyen una de las principales causas de infecciones sep-
ticémicas nosocomiales en asilos y hospitales (Ron, 2006). Los pacientes de larga duración pueden 
desarrollar neumonía, bacteriemia o prostatitis (Russo y Johnson, 2003). Estas infecciones son más 
difíciles de combatir cuando las cepas implicadas son resistentes a los antibióticos (Ron, 2006).
1.5.1 Factores de virulencia
Las cepas patógenas de E. coli poseen diferentes tipos de factores de virulencia que contribuyen 
conjuntamente a potenciar su patogenicidad, por lo que se dice que su virulencia bacteriana es un 
fenómeno multifactorial. Las cepas ExPEC están implicadas en un amplio espectro de enfermeda-
des que se puede asociar con la gran diversidad genómica que las caracteriza, como por ejemplo, 
la presencia de varios factores de virulencia tales como la presencia de varias combinaciones de 
adhesinas, distintos sistemas de adquisición de hierro, producción de toxinas, mecanismos de 
evasión del sistema de defensa del hospedador y otros... Sin embargo, no se puede establecer 
\UH YLSHJP}ULU[YLHSNU MHJ[VYKL]PY\SLUJPHL_[YHPU[LZ[PUHS JVUJYL[V`\UHWH[VSVNxHLZWLJxÄJH
Actualmente se acepta que una cepa posee el estatus ExPEC cuando al menos posee dos de los 
siguientes genes de virulencia asociados con infecciones extraintestinales: WHWZMHMVJHMHKYH
P\[( y RWZ4;00Johnsons et al. 2003). No obstante, en muchos estudios se engloban dentro del 
patotipo ExPEC a cualquier tipo de cepa de E. coli aislada de una infección extraintestinal.
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Adhesinas 
La colonización del tracto urinario es un paso esencial en el proceso de la infección, a falta de 
unión de la bacteria  a las células epiteliales sería expulsada del tracto urinario por la fuerza de la 
TPJJP}U3HZJLWHZ,_7,*WVZLLU]HYPHZHKOLZPUHZJVTVSHÄTIYPHJVTU[PWV`SHZ7:`(MH
Dr. 
Ç3HÄTIYPH[PWVLZ[mWYLZLU[LLULSNLUVTHKLS  KLSHZJLWHZE. coli (Vigil et al. 2011 a, 
b) y está implicada en la adherencia e invasión de las células de la vejiga.
Ç3HÄTIYPH[PWV7LZ\UPTWVY[HU[LMHJ[VYKL]PY\SLUJPHKLSHZJLWHZ,_7,*ZLLUJ\LU[YHWYL-
sente en la mayor parte de las cepas aisladas de pacientes con pielonefritis y urosepsis. Esta 
ÄTIYPHWLYTP[LHSHZIHJ[LYPHZÄQHYZLHSVZYLJLW[VYLZJLS\SHYLZ`JVSVUPaHYLSLWP[LSPV\YPUHYPV
sin ser arrastradas por la orina (Vigil et al. 2011b).
Ç3HÄTIYPH[PWV:OHZPKVHZVJPHKHLZWLJPHSTLU[LJVUJLWHZJH\ZHU[LZKLZLW[PJLTPHZ`TL-
UPUNP[PZ4\JOHZJLWHZ\YVWH[VNtUPJHZ`ZLW[PJtTPJHZO\THUHZL_WYLZHUSHZÄTIYPHZ7`:
al mismo tiempo (Spurbeck et. 2011).
·Las adhesinas Afa/Dr, asociadas con cepas causantes de infecciones urinarias y septicemias, 
ayudan a las bacterias a evadir la respuesta inmune humoral facilitando así la invasión de las 
células epiteliales (Fang et al. 2004).
,_PZ[L\UHQLYHYX\xHLUSHL_WYLZP}UKLSHZÄTIYPHZ7:`[PWV3HÄTIYPH[PWVZLL_WYLZHLU
las primeras fases del desarrollo de la infección que tiene lugar en la vejiga. Sin embargo, deja de 
expresarse en el riñón ya que puede entorpecer la adherencia a las células renales, donde se expre-
ZHYmUSHZÄTIYPHZ7`:,Z[L[PWVKLYLN\SHJP}UQLYmYX\PJHW\LKLZLYLZLUJPHSWHYHLSWH[}NLUV`H
X\LHZLN\YHX\LZVSVSHZÄTIYPHZULJLZHYPHZPTWSPJHKHZLUSHHKOLYLUJPHH\U[LQPKVKL[LYTPUHKV
se expresen en su momento dado, y así limitar la exposición de los antígenos al sistema inmune, lo 
que permite al patógeno eludir una respuesta de anticuerpos (Lindberg et al. 2008).
Existen muchas más adhesinas presentes en las cepas ExPEC, pero también proteínas que cum-
plen funciones similares como es el caso de la Tsh (;LTWLYH[\YL :LUZP[P]L /LTHNS\[PUPU). Esta 
proteína desempeña un papel de adhesión en las primeras fases de la infección (Kostakioti y Sta-
thopoulos, 2004).
Al papel que desempeñan estas adhesinas en el proceso de infección, habría que añadir la fun-
JP}UKLSVZÅHNLSVZX\LQ\LNHU\UWHWLST\`PTWVY[HU[LLUSHJVSVUPaHJP}UKLS[YHJ[V\YPUHYPV:PU
movilidad, las bacterias tienen menos acceso a los tejidos diana para iniciar la adherencia y dar así 
comienzo a la infección.
Toxinas
Las toxinas son factores de patogenicidad muy importantes en las infecciones tanto intestinales 
como extraintesinales. Gracias a su acción de destrucción de células del hospedador, la bacteria 
puede progresar en su diseminación por los tejidos y adquirir nutrientes y otros factores necesarios 
durante la infección.
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Ç3HʸOLTVSPZPUH/S`LZ\UH[V_PUHWYLZLU[LLUSHZJLWHZJH\ZHU[LZKLPUMLJJPVULZ\YPUHYPHZ
sepsis y oras infecciones extraintestinales. Esta toxina ejerce una actividad citolítica sobre 
diferentes tipos de células como eritrocitos, monocitos, células endoteliales y células epitelia-
SLZ[\I\SHYLZYLUHSLZ3HʸOLTVSPZPUHJVU[YPI\`L[HTIPtUHSZ\TPUPZ[YVKLOPLYYVHSHIHJ[LYPH
(Wiles et al. 2008).
·La toxina Sat (:LJYL[LK(\[V[YHUZWVY[LY;V_PU) está presente en cepas ExPEC y muy especial-
mente en cepas causantes de pielonefrítis. Provoca efectos citopáticos sobre células renales 
y de la vejiga (Guyer et al. 2002).
·CDT (*`[VSL[OHS+PZ[LUKPUN;V_PU es una toxina con actividad catalítica asociada con infec-
ciones intestinales y extraintestinales. Se han encontrado al menos cinco variantes en cepas 
PTWSPJHKHZLUKPMLYLU[LZPUMLJJPVULZ3HZ]HYPLKHKLZ*+;0*+;00`*+;0=OHUZPKVPKLU[PÄ-
cadas en cepas ExPEC (Dubois et al. 2010).
·E. coli puede producir tres tipos de factores necrosantes citotóxicos (*`[V[V_PJ5LJYV[PaPUN
Factor): CNF1, CNF2 y CNF3 (De Rycke et al. 1990; Orden et al. 2007). Muchas cepas ExPEC 
causantes de ITUs y sepsis en seres humanos producen la variedad CNF1 y producen ade-
TmZʸOLTVSPZPUH/S`)SHUJVet al. 1990 y 1997). 
Sideróforos
El hierro es un compuesto esencial para el crecimiento y supervivencia de las bacterias, convir-
tiéndose en uno de los factores que limitan su crecimiento en los tejidos corporales. Esta limitación 
se debe, en gran parte, al hecho de que dentro del hospedador casi todo el hierro está secuestrado 
en hemoproteinas o en proteínas quelantes de hierro involucradas en su transporte. Por lo tanto, los 
diferentes patógenos bacterianos, incluyendo E. coli, han desarrollado sistemas para su captación 
que representan importantes factores de virulencia. Estos sistemas se basan en el uso de molécu-
SHZJVUHS[HHÄUPKHKWVYLSOPLYYVZPKLY}MVYVZX\LJHW[HULSOPLYYVWYLZLU[LLULSTLKPVHTIPLU[L
circundante. Estas moléculas cargadas de hierro se internalizan a través de receptores presentes 
en la membrana de las bacterias (Skaar, 2010).
Para poder incorporar el hierro, las cepas ExPEC pueden sintetizar hasta cuatro sistemas de 
captación: enterobactina, salmoquelina, aerobactina y yersiniabactina. La adquisición del hierro 
mediante estos sistemas necesitan de varias etapas, como la síntesis del sideróforo en el citoplas-
ma, la secreción del sideróforo (por ejemplo Aer en el sistema aerobactina), la recepción del com-
plejo hierro-sideróforo mediante su receptor (0\[( en el sistema aerobactina), internalización de este 
complejo y la liberación del hierro en el citoplasma (Garénaux et al. 2011).
9LZPZ[LUJPHHSZ\LYV y a la fagocitosis
Una de las propiedades de las cepas ExPEC es la resistencia a la actividad bactericida del suero 
evitando su bacteriólisis.
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Figura 12
9LWYLZLU[HJP}UKLSVZKPMLYLU[LZMHJ[VYLZKL]PY\SLUJPHKL,_7,*1H\YtN\ ̀ 
La cápsula es la capa más externa de las cepas de E. coli, por lo que puede mediar interacciones 
entre la bacteria y su entorno inmediato. Los antígenos capsulares se dividen en cuatro grupos: IA, 
IB, II y III. La gran mayoría de las cepas ExPEC producen una cápsula de los grupos II o III. Estas 
cápsulas juegan un papel protector contra la fagocitosis y la actividad bactericida del suero (whit-
ÄLSK
El lipopolisacárido (LPS) o antígeno somático O es otro elemento de la membrana externa de E. 
coli implicado en la resistencia al suero. El LPS también llamado endotoxina, puede ser considera-
KV\UMHJ[VYKLWH[VNLUPJPKHKKLIPKVHZ\LMLJ[V[}_PJVLULSOVZWLKHKVY`SHYLZW\LZ[HPUÅHTH-
toria asociada (Johnson, 2003).
Entre las proteínas de membrana externa involucradas en la resistencia al suero podemos nom-
brar las lipoproteínas TraT e Iss 0UJYLHZLK:LY\T:\Y]P]Hl). Iss incrementa la supervivencia en 
suero y TraT aumenta la resistencia de la bacteria a la acción lítica del complemento debido a la 
interacción de estas proteínas con el complemento, lo que produce una disminución de interacción 
entre la membrana bacteriana y el propio complemento, reduciendo así la fagocitosis (Sukupolvi y 
O’Connor, 1990).
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Se han descrito muchos más factores de virulencia extraintestinales, como la proteína IbeA (In-
]HZPVUVM)YHPU,UKV[OLSP\T, relacionada con la formación de biopelículas que ayudan a la super-
vivencia de las bacterias y la capacidad invasiva (Germon et al. 2005; Wang et al. 2011). También 
la proteína Usp (<YVWH[OVNLUPJ:WLJPÄJ7YV[LPU) y las colicinas. Estas últimas son moléculas anti-
microbianas capaces de lisar otras cepas, lo que les permitirá competir contra ellas y aumentar su 
infectividad (Parret y De Mot, 2002). 
Podemos concluir que las cepas ExPEC son capaces de causar diversas infecciones gracias al 
gran arsenal de factores de virulencia que presentan, que les permiten adherirse a los receptores 
celulares, colonizar los diferentes tejidos, captar hierro, invadir y dañar las células, resistir la ac-
[P]PKHKSx[PJHKLSZ\LYV`SHMHNVJP[VZPZ`L]HKPYLSZPZ[LTHPUT\ULLZWLJxÄJVNYHJPHZHZ\LUVYTL
diversidad genética (Figura 12).
1.6AU[PIP}[PJVZ ́SHJ[mTPJVZ
Un antibiótico es una molécula natural (producida por un organismo vivo, hongo o bacteria), 
sintética o semisintética, capaz de inducir la muerte o la detención del crecimiento de ciertos mi-
croorganismos.
Dos descubrimientos importantes señalaron el comienzo de una nueva era y revolucionaron el 
tratamiento de las enfermedades infecciosas. El primero fue el descubrimiento en 1935 de los 
efectos curativos del colorante rojo de Prontosil en las infecciones por estreptococos. Éste fue el 
precursor de las sulfonamidas. El segundo descubrimiento fue el que dio inicio a la edad de oro de 
la antibioterapia, el descubrimiento por Fleming en 1929 de la penicilina y su posterior desarrollo. 
3VZHU[PIP}[PJVZW\LKLUJSHZPÄJHYZLZLNULSTLJHUPZTVWVYLSJ\HSZVUJHWHJLZKLPUOPIPYLS
crecimiento o destruir una célula bacteriana. Se dividen en: inhibidores de la síntesis de la pared 
bacteriana, inhibidores de la membrana citoplasmática (mediante la alteración de su capacidad 
para actuar como barrera selectiva), inhibidores de los ácidos nucleicos (replicación, transcrip-
ción) o inhibidores de la síntesis de proteínas (inciden sobre ribosomas) (Figura 13) (Calvo y Martí-
nez-Martínez, 2009).
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3VZHU[PIP}[PJVZʹSHJ[mTPJVZZVUHU[PIP}[PJVZIHJ[LYPJPKHZX\LHJ[HUPUOPIPLUKVSHS[PTHL[HWH
de la síntesis de la pared celular bacteriana, produciendo la activación de enzimas autolíticas que 
provocan la destrucción de la bacteria. Ejercen su actividad actuando como análogos estructurales 
del sustrato natural (D-alanil-D-alanina) de las transpeptidasas y carboxipeptidasas. Actúan siem-
pre en la fase de reproducción celular, no son activos contra formas latentes ni contra gérmenes 
que no poseen pared bacteriana (Coira 2008; Murray et al. 2006).
3HOPZ[VYPHKL SVZ HU[PIP}[PJVZʹSHJ[mTPJVZJVTPLUaHLU  J\HUKV-SLTPUNKLZJ\IYP} SVZ
efectos que tenía sobre las bacterias la penicilina producida por el hongo 7LUPJPSSP\TUV[H[\T. Sin 
embargo, el verdadero punto de partida tuvo lugar con la síntesis del núcleo de las penicilinas y las 
cefalosporinas, el ácido 6-aminopenicilánico (6-APA) y el ácido 7-aminocefalosporánico (7-ACA), 
que permitió la obtención de numerosas penicilinas y cefalosporinas semisintéticas. Los antibióti-
JVZʹSHJ[mTPJVZYLWYLZLU[HULSNY\WVTmZU\TLYVZV`KLTH`VY\ZVJSxUPJV
Figura 13 
9LWYLZLU[HJP}UKLSVZKPMLYLU[LZTLJHUPZTVZKLHJ[\HJP}UKLSVZHU[PIP}[PJVZ-PN\YHKL)YVJR)PVSVN`VM4PJYVVY-
NHUPZTZ¡LKPJP}U7LHYZVU7YLU[PJL/HSS0UJ4(+0.(54;4(9;052614,+:
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Figura 14
Procede de la tesis 
doctoral de Coira

Figura 15
Inhibidores de 
betalactamasas 
(tomado de 
http://scielo.sld.cu/
ZJPLSVWOW&WPK$:
 ?
ZJYPW[
$ZJPFHY[[L_[
23                                                                                                      
INTRODUCCIÓN
Grupo Subgrupo Antibióticos
Penilina
Penicilinas naturales Bencilpenicilina/penicilina G, penicilina V
Resistentes a penicilinasas Meticilina, nafcilina, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina
Penicilinas de amplio 
espectro
Aminopenicilinas: ampicilina, amoxicilina, 
carbenicilina, ticarcilina
Ureidopenicilina: piperacilina, mezlocilina
Combinaciones con 
PUOPIPKVYLZKLʹSHJ[HTHZHZ
Ampicilina/sulbactam
Amoxicilina/ácido clavulánico
Ticarcilina/ácido clavulánico
Piperacilina/tazobactam
Cefalosporinas y 
Cefamicinas
Cefalosporinas 1ª generación Cefadroxilo, Cefalexina, Cefradina, Cefatolina, Cefazolina
Cefalosporinas 2ª generación
Cefaclor, Cefuroxina axetilo, cefprozilo, ce-
furoxima, cefonicida
cefoxina, cefminox
Cefalosporinas 3ª generación
*LÄ_PTHJLMWVKV_PTHWYV_L[PSV
ceftibuteno, cefditoreno
cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxano
Cefalosporinas 4ª generación Cefepima, cefpiroma
Monobactamas Aztreonam
Carbapenemes Imipenem, meropenem, ertapenem
Tabla 1
(U[PIP}[PJVZуSHJ[mTPJVZ
Estos antibióticos son generalmente bicíclicos y presentan un anillo central en su estructura lla-
mado anillo betalactámico que da nombre al grupo. Se distinguen diferentes tipos en función de 
los radicales que se unen a este anillo. Sin embargo, también existen preparados monocíclicos, 
como los monobactamas. Las principales familias son las penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas, 
carbapenemas y monobactamas (Figura 14 y Tabla 1).
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3VZHU[PIP}[PJVZʹSHJ[mTPJVZZLW\LKLU\ZHYHZVJPHKVZHPUOPIPKVYLZKLIL[HSHJ[HTHZHZX\LZL
caracterizan por una actividad antibacteriana muy limitada, pero tienen una gran apetencia por las 
IL[HSHJ[HTHZHZÄQmUKVZLHLSSHZKLMVYTHPYYL]LYZPISL,Z[VZPUOPIPKVYLZISVX\LHU\UVKLSVZWYPU-
cipales mecanismos de resistencia que desarrollan las bacterias (Figura 15).
1.7Resistencia a antibióticos
3H YLZPZ[LUJPH H HU[PIP}[PJVZ ZLW\LKLKLÄUPY JVTV SH JHWHJPKHKKL\UTPJYVVYNHUPZTVWHYH
crecer en presencia de un antibiótico. Los antibióticos están presentes en la naturaleza como pro-
ductos metabólicos de algunos microorganismos, de manera que la resistencia a los mismos puede 
surgir como un fenómeno natural que permite su supervivencia. El aumento de la resistencia bac-
teriana es un hecho evidente a la vez que un problema antiguo puesto que en los primeros años 
KLSJVTPLUaVKLSLTWSLVKLHU[PIP}[PJVZZLW\ZVKLTHUPÄLZ[VSHJHWHJPKHKKLSHZIHJ[LYPHZKL
desarrollar mecanismos de resistencia. Así, en los años 50 ya se conocían cepas de :[HWOPSVJVJJ\Z
H\YL\ZYLZPZ[LU[LZHSHWLUPJPSPUH,SJVUZ\TV̀ HI\ZVKLSVZHU[PIP}[PJVZPUÅ\`LLUSHYLZPZ[LUJPHUV
Z}SVKLSHZIHJ[LYPHZWH[}NLUHZZPUV[HTIPtUKLSHZZHWYVÄ[HZ`VWVY[\UPZ[HZ.HYJxH:mUJOLaet 
al. 1997). Las cepas resistentes se hacen predominantes por la presión selectiva de los antibióticos 
que hacen desaparecer las bacterias sensibles, no estando implicados solamente los antibióticos 
utilizados en medicina humana, sino también, y de forma muy importante, los empleados en vete-
rinaria (Daza Pérez, 1998).
La resistencia bacteriana es una resistencia natural cuando el microorganismo carece de diana 
WHYH\UHU[PIP}[PJVJVTVSHMHS[HKLWHYLKIHJ[LYPHUHLUYLSHJP}UJVUSVZʹSHJ[mTPJVZ:PULTIHY-
go, y gracias a la espectacular capacidad de adaptación de las bacterias, esta resistencia puede 
ZLYHKX\PYPKHTLKPHU[LTVKPÄJHJPVULZHUP]LSNLUt[PJVJVTVW\LKLUZLYT\[HJPVULZVHKX\PZP-
ción de plásmidos, transposones o integrones (Daza Pérez, 1998).
Los mecanismos de resistencia que impiden al antibiótico ejercer su mecanismo de acción son 
M\UKHTLU[HSTLU[L[YLZ!TVKPÄJHJPVULZIHJ[LYPHUHZX\LPTWPKLUSHSSLNHKHKLSHU[PIP}[PJVHSW\U[V
diana (como por ejemplo mutaciones en las porinas que impiden la entrada de ciertos antibióticos), 
HS[LYHJPVULZWVYWHY[LKLSHIHJ[LYPHKLZ\W\U[VKPHUHPTWPKPLUKVVKPÄJ\S[HUKVSHHJJP}UKLSHU-
tibiótico) o inactivación del antibiótico mediante la producción de enzimas.
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1.8 -́lactamasas de espectro extendido (BLEEs)
3HYLZPZ[LUJPHHʹSHJ[mTPJVZYLWYLZLU[H\UNYH]LWYVISLTHZHUP[HYPVW\LZ[VX\LZVUSVZHU[P-
bióticos más utilizados en medicina humana y animal. Las bacterias pueden adquirir resistencias a 
LZ[VZHU[PIP}[PJVZTLKPHU[LSHWYVK\JJP}UKLʹSHJ[HTHZHZ:LOHUKLZJYP[VTmZKLʹSHJ[H-
THZHZKPMLYLU[LZHSN\UHZZVULZWLJxÄJHZWHYHWLUPJPSPUHZWLUPJPSPUHZHZJLMHSVZWVYPUHZJLMHSVZ-
porinasas) o carbapenémicos (carbapenemasas); mientras que otras poseen un amplio espectro 
de actividad, incluyendo algunas que son capaces de inactivar a la mayoría de los antibióticos 
ʹSHJ[mTPJVZ4\YYH`et al. 2006).
3HZʹSHJ[HTHZHZKLLZWLJ[YVL_[LUKPKV)3,,ZLKLÄULUJVTVLUaPTHZJHWHJLZKLOPKYVSPaHY
las cefalosporinas de amplio espectro y los monobactamas, pero no las cefamicinas o los carbape-
ULTLZ:LJHYHJ[LYPaHUWVYZLY PUOPIPKHZWVYPUOPIPKVYLZKLʹSHJ[HTHZHZKLJSHZL(WLmJPKV
JSH]\SmUPJV,Z[mUJVKPÄJHKHZNLULYHSTLU[LWVYWSmZTPKVZ`KLYP]HUWVYT\[HJPVULZW\U[\HSLZLU
LSJLU[YVHJ[P]VKLV[YHZʹSHJ[HTHZHZJVUTLUVYLZWLJ[YVJVTV;,4;,4`:/=;,4LU
referencia a “Temoniera”, nombre de la paciente en cuyo hemocultivo se aisló por primera vez una 
E. coli productora de esta enzima; y SHV, iniciales de “Z\SWO`KY`S]HYPHISL”, nombre que describe 
SHZWYVWPLKHKLZIPVX\xTPJHZKLSHLUaPTH,Z[HZTVKPÄJHJPVULZKLSHJHKLUHHTPUVHJxKPJHZ\YNLU
como respuesta a la presión ejercida por el amplio uso de las cefalosporinas de tercera generación, 
WLYTP[PLUKVHZxTVKPÄJHYZ\WLYÄSKLZ\Z[YH[V`TLQVYHYZ\JHWHJPKHKKLOPKY}SPZPZMYLU[LHSVZIL-
talactámicos (Alpuche y Daza, 2002).
,_PZ[LUKVZ[PWVZKLJSHZPÄJHJPVULZKLSHZʹSHJ[HTHZHZSHJSHZPÄJHJP}ULZ[Y\J[\YHSKL(TISLY
`SHM\UJPVUHSKL)\ZO1HJVI``4LKLPYVZ,U (TISLYJSHZPÄJ}SHZIL[HSHJ[HTHZHZLUM\U-
ción de su secuencia aminoacídica en cuatro grupos (A, B, C y D) indicando que las clases A, C 
y D tienen una serina en su centro activo mientras la clase B son metaloenzimas. La clase A está 
compuesta de penicilinasas inhibidas por el ácido clavulánico, la clase B corresponde a los meta-
lobetalactamasas inhibidas por el ácido tetra-acético de etileno diamina, mientras que la clase C 
agrupa las cefalosporinasas que no son inhibidas por el ácido clavulánico y la clase D correspon-
KLHSHZV_HJPSPUHZHZKLZLUZPIPSPKHK]HYPHISLMYLU[LHSmJPKVJSH]\SmUPJV:LNUSHJSHZPÄJHJP}UKL
)\ZO1HJVI`4LKLPYVZSHZʹSHJ[HTHZHZZLW\LKLUJSHZPÄJHYLUIHZLHZ\HJ[P]PKHKOPKYVSx[PJH`
a la sensibilidad de las enzimas a los inhibidores en un gran número de grupos funcionales (Bush et 
al. 1995; Vodovar et al. 2013).
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En 1983 se describió en Alemania la primera enzima capaz de hidrolizar las cefalosporinas de 
tercera generación (SHV-2) a partir de una cepa de 2SLIZPLSSHVaHLUHL. En España, la primera SHV-2 
se describió en 1988. En Francia, en 1984 se describió una TEM-3 con fenotipo semejante. Hasta 
SHMLJOHZLOHUKLZJYP[VʹSHJ[HTHZHZKLS[PWV;,4` KLS[PWV:/=O[[W!^^ ̂SHOL ̀VYN
studies/).
Este gran número de enzimas producido en un corto plazo de tiempo es una prueba de la alta 
capacidad evolutiva de las bacterias en respuesta a la presión selectiva del uso de los antibióticos. 
En 1989 se detectó un aislado clínico de E. coli con una enzima diferente a TEM y SHV, que se 
denominó CTX-M-1 por su actividad hidrolítica preferente por la cefotaxima. Se considera que las 
cefalotaximasas CTX-M plasmídicas derivan de las penicilinasas cromosómicas naturales de 2S\`-
vera. spp. El grupo CTX-M ha adquirido una gran relevancia epidemiológica debido a su dispersión 
intra y extrahospitalaria. Acualmente se detectan sobre todo en pacientes con infecciones contraí-
KHZLUSHJVT\UPKHKWYVK\JPtUKVZL\UÅ\QVKLHPZSHKVZKLZKLLZ[LHTIPLU[LHSTLKPVOVZWP[HSHYPV
(García et al. 2010).
Figura 16
+PHNYHTHLUmYIVSYLWYLZLU[HUKVSVZKPMLYLU[LZNY\WVZKL*;?4X\LZLLSHIVY}JVULSWYVNYHTH;9,,=0,>JVTWHYHUKV
SHZZLJ\LUJPHZHTPUVHJPKPJHZKL*;?4`WYV[LxUHZHÄULZHLSSHZKL2S`]LYHZWWKPZWVUPISLZLUSH^LI3HOL`*SPUPJO[[W!
^^ ̂SHOL ̀VYNZ[\KPLZ`LUSHIHZLKLKH[VZ9,++)O[[W!^^ ̂ÄIPT\UPZPP[9,++),S[HTH|VKLSVZ[YPmUN\SVZZVT-
IYLHKVZHSÄUHSKLHSN\UHZYHTHZYLÅLQHULSUTLYVKL]HYPHU[LZKLU[YVKLJHKHNY\WV+»(UKYLHet al.
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Se han descrito 168 enzimas de CTX-M (http://www.lahey.org/studies/). Al contrario de otras 
BLEE, la familia CTX-M es muy compleja y no homogénea. El aliniamiento de sus secuencias ami-
UVHJxKPJHZOHWLYTP[PKVZ\JSHZPÄJHJP}ULUJPUJVNY\WVZ!*;?4*;?4*;?4*;?4 
y CTX-M-25 (Figura 16)+VZNY\WVZHKPJPVUHSLZZLOHUPKLU[PÄJHKVYLJPLU[LTLU[L*;?4`
CTX-M-75 (Lahlaoui et al. 2014). El nombre de los grupos es el nombre de la enzima arquetípo de 
JHKH\UV,SHUmSPZPZÄSVNLUt[PJVZ\NPLYLX\LSHZ*;?4WYV]PLULUKLʹSHJ[HTHZHZJYVTVZ}TPJHZ
de diferentes especies del genero2S\`]LYH cuyo gen ISH ha sido integrado en un elemento genético 
móvil. 2S\`]LYHWLY[LULJLHSHTPJYVÅVYHPU[LZ[PUHSUH[\YHSKLSZLYO\THUV`LZ[mJVUZPKLYHKVJVTV
ZHWYVÄ[H`WH[}NLUVVWVY[\UPZ[H,SNY\WV*;?4LZ[mYLSHJPVUHKVJVULSNLUISH PKLU[PÄJHKV
en 2S\`]LYHJY`VJYLZJLUZ. El gen 2S\H de 2S\`]LYHascrobata es considerado el gen ancestral de 
CTX-M-2 y tres genes cromosómicos diferentes de 2S\`]LYHNLVYNPHUH son los orígenes de los gru-
pos CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25 (Poirel et al. 2008).
1.8.1 Distribución y prevalencia de BLEEs
(UP]LST\UKPHSLUO\THUVZ
Las cepas de E. coli productoras de BLEE han experimentado un aumento de prevalencia espec-
tacular en las dos últimas décadas, causando infecciones nosocomiales y comunitarias (Pérez et 
al. 2007; Pitout et al. 2009). Existen diferentes estudios de vigilancia realizados en Europa y otras 
mYLHZNLVNYmÄJHZX\LYLÅLQHULSPUJYLTLU[VKLWYLZLUJPH`KPZWLYZP}UKLSHZJLWHZWYVK\J[VYHZKL
BLEE. Los últimos datos registrados por el European Antimicrobial Resistance Surveillance System 
(EARSS) que se encarga de monitorizar las resistencias antibióticas en patógenos invasivos desde 
1998, muestran un aumento en la frecuencia de cepas de E. coli resistentes a cefalosporinas de 
tercera generación en Europa a lo largo de todos estos años (Figura 17). Comparando los resulta-
dos publicados los últimos tres años, observamos un aumento del 9,5% al 12,6%. En la Tabla 2 se 
observa que un alto porcentaje de estas cepas resistentes a cefalosporinas de tercera generación 
M\LYVUPKLU[PÄJHKHZJVTVWYVK\J[VYHZKL)3,,
Existe una prevalencia no homogénea a nivel mundial de cepas de E. coli productoras de BLEE. 
Vodovar y colaboradores (2013) han recopilado los datos publicados de diferentes redes de vigilan-
cia internacionales de prevalencia de BLEE entre 1998 y 2008 (EARSS y SMART-Study for Monito-
ring Antimicrobial Resistance Trends) (redes Europeas), MYSTIC-Meropenem Yearly Susceptibility 
;LZ[0UMVYTH[PVU*VSSLJ[PVUYLKHTLYPJHUH`:,5;9@YLK(ZPHWHJPÄJV`:\KÍMYPJHFigura 18. 
3VZKH[VZWYV]PLULUKLSHYLJVNPKHKLJLWHZHWHY[PYKLT\LZ[YHZJVUÄULZKLKPHNU}Z[PJV,Z[HZ
redes no proporcionan una cartografía precisa de la prevalencia en diferentes partes del mundo, 
es simplemente una visión general a gran escala. Los datos recopilados muestran una distribución 
heterogénea de cepas de E. coli productoras de BLEE entre los diferentes continentes, con el si-
guiente orden decreciente Asia, Sudamérica, Europa, África y USA, con prevalencias de 36,1%, 
26,8%, 7,4%, 5,1% y 2,8% respectivamente.
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País Número de laboratorios
Número de 
cepas 3GCREC % ESBL
Dinamarca 5 121 73,6
Eslovaquia 14 240 74,6
Francia 51 861 76,5
Austria 21 196 81,6
Estonia 6 25 84
España 33 672 86,3
Polonia 36 113 87,6
Holanda 12 111 88,3
Letonia 5 18 88,9
Irlanda 32 245 89,8
Bulgaria 11 66 90,9
Croacia 14 91 91,2
República Checa 44 387 91,2
Eslovenia 10 107 91,6
Portugal 26 328 92,1
Finlandia 18 263 93,5
Italia 3 33 93,9
Rumanía 11 56 94,6
Luxemburgo 5 22 95,5
Suecia 16 382 97,4
Hungría 7 40 100
Lituania 8 33 100
Tabla 2
*LWHZPU]HZP]HZKLE. coliYLZPZ[LU[LZHJLMHSVZWVYPUHZKL[LYJLYHNLULYHJP}U`WVYJLU[HQLZKLJLWHZ)3,,WVZP[P]HZKL[LY-
TPUHKVZWVYSVZSHIVYH[VYPVZWHY[PJPWHU[LZKLWHxZLZL\YVWLVZLU,(9::
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Figura 17
7VYJLU[HQL KL JLWHZ PU]H-
ZP]HZ KLE. coli resistentes 
a cefalosporinas de tercera 
NLULYHJP}U,(9::
Figura 18 
=PZP}U NLULYHS KL SH WYL]H-
lencia de cepas de E. coli 
WYVK\J[VYHZ KL )3,, H UP-
]LS T\UKPHS =VKV]HY et al. 

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Actualmente la atención se centra en el cambio epidemiológico que se está produciendo en 
cuanto a los tipos de BLEE más prevalentes y su distribución. Las enzimas CTX-M no alcanzaron 
superioridad sobre las otras enzimas BLEE hasta la primera década del 2000, cuando se observó 
una evolución y dispersión extraordinaria de este grupo de enzimas. Se detectaban tanto en infec-
ciones hospitalarias como en las comunitarias, relacionadas principalmente con infecciones del 
tracto urinario y bacteriemias (Cantón y Coque, 2006; Cantón et al. 2007; Hernández et al. 2005).
Actualmente las BLEE tipo CTX-M son las más frecuentes en la mayoría de los países (Figura 
19). Estudios epidemiológicos recientes indican que este tipo de BLEE son endémicas en muchos 
países de Europa, Asia y América Latina, con prevalencias que varían entre el 30% y el 90% en E. 
coli (Livermore et al.:PULTIHYNVZLOHUPKLU[PÄJHKV]HYPHJPVULZLUSHWYLZLUJPHKLLZ[HZ
Figura 19 
+PZ[YPI\JP}UT\UKPHSKLSHZLUaPTHZ*;?4*HU[}U`*VX\L
3HJHWHJPKHKKLKPZLTPUHJP}UKLSHZ)3,,ZLZL_[YHVYKPUHYPHKLIPKVHX\LLZ[mUJVKPÄJHKHZLU
plásmidos, lo que posibilita la dispersión de esta resistencia entre distintas cepas de la misma es-
WLJPL`[HTIPtULU[YLKPMLYLU[LZLZWLJPLZIHJ[LYPHUHZ/HZ[HÄUHSLZKLSVZH|VZUV]LU[HSHTH`VYxH
de las BLEE eran de tipo TEM y SHV. Se asociaban mayoritariamente con brotes nosocomiales, 
sobre todo en unidades de cuidados intensivos, causados por 2SLIZPLSSHWUL\TVUPHL y en menor 
medida por E. coli y otras enterobacterias.
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LUaPTHZLUKPZ[PU[HZmYLHZNLVNYmÄJHZ`YLÅLQHU\UHWYLZLUJPH SVJHS`LZWLJxÄJHKLHSN\UHZKL
ellas, como la presencia de CTX-M-9 y CTX-M-14 en España, CTX-M-14 en Canadá y Japón, 
CTX-M-1 en Italia o CTX-M-2 en Sudamérica y Japón. Sin embargo CTX-M-15 está presente en 
todo el mundo (Cantón y Coque,  2006; Lahlaoui et al. 2014; Pitout et al. 2005; Suzuki et al. 2009).
:P[\HJP}ULU,ZWH|HLUO\THUVZ
Los primeros aislados con BLEE reconocidos en España se detectaron en 1988 en dos hospitales 
de Madrid (Hospital Universitario Ramón y Cajal y Hospital Clínico) y correspondían a cepas de E. 
coli y 2WUL\TVUPHL que producían SHV-2. Durante la década de los noventa se describieron epi-
demias importantes en distintos hospitales españoles (Cantón et al. 2007). En un estudio realizado 
en Barcelona entre 1994 y 1996, se observa el aumento paulatino de las cepas BLEE, aunque tan 
solo un 0,2% y un 0,1% de los aislados de 2WUL\TVUPHL y E. coli respectivamente presentaban 
)3,,*;?4 ;,4`:/=M\LYVUSHZTmZPKLU[PÄJHKHZ:HIH[tet al. 2002).
Entre Marzo y Junio del 2000 se llevó a cabo el primer estudio epidemiológico multicéntrico por 
el Grupo de Estudio de Infecciones Hospitalarias (proyecto GEIH-BLEE 2000). Se abarcaron 40 
OVZWP[HSLZKPZ[YPI\PKVZWVY[VKHSHNLVNYHMxHLZWH|VSH-\LLSWYPTLYLZ[\KPVX\LW\ZVKLTHUPÄLZ[V
la relevancia de las BLEE en E. coli y 2WUL\TVUPHL en nuestra geografía, con una prevalencia del 
`YLZWLJ[P]HTLU[L(KLTmZZLW\ISPJ}\UKH[VHSHYTHU[L!SHPKLU[PÄJHJP}UKLHPZSHKVZ
con BLEE en el 90% de los hospitales que participaron. En este estudio las BLEE más prevalentes 
en E. coli fueron CTX-M-9 (27,3%), SHV-12 (23,9%) y CTX-M-14 (16,7%). Además, no se detecta-
ron aislados epidémicos, lo que evidenciaba una situación policlonal (Hernández et al. 2003).
Figura 20
Aparición de la primera 
cepa de E. coli produc-
[VYHKL)3,,`H\TLU[V
KL WYL]HSLUJPH LU[YL SVZ
H|VZ   `  LU
4HKYPK*HU[}U`*VX\L
2006)
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Figura 21
Aparición de cepas 
de E. coli productoras 
de distintos tipos de 
*;?4 ` WYL]HSLUJPH
LU[YL SVZ H|VZ   `
2002 en Madrid  (Can-
[}U`*VX\L
En el primer trimestre del año 2004 se recogieron los 15 primeros aislamientos de E. coli en 11 
hospitales españoles distribuidos en la comunidad de Cataluña, comunidad de Valencia, Palma de 
Mallorca y Sevilla. Entre las 92 cepas de E. coli productoras de BLEE se encontró un predominio 
de CTX-M-14 (45,7%), CTX-M-9 (20,6%) y SHV-12 (21,7%). Únicamente 3 cepas resultaron ser 
productoras del enzima CTX-M-15.  El análisis de los patrones de restricción obtenidos por PFGE 
mostró una gran diversidad clonal entre los aislamientos de E. coli (Diestra et al. 2008).
Entre Febrero y Marzo del 2006 se llevó a cabo el segundo estudio multicéntrico realizado por 
el GEIH. Comparando los resultados obtenidos en este estudio con los resultados del estudio del 
2000 se observa que el porcentaje de aislados de E. coli productores de BLEE en España se había 
multiplicado por 8, pasando del 0,5% al 4,04%. Observamos también un cambio en la prevalencia 
del tipo de BLEE entre los dos estudios. La prevalencia de las TEM disminuyó del 19% al 1,2%,  
El monitoreo continuo de bacterias productoras de BLLE en el norte de Madrid permitió observar 
el aparición de la primera cepa de E. coli productora de BLEE en 1989 (Figura 20). A lo largo de 
los años la presencia de cepas de E. coli productoras de BLEE ha ido en aumento apareciendo la 
primera cepa  productora de CTX-M (CTX-M-10) en 1991 (Figura 21). A partir de ese momento se 
produjo una epidemiología cambiante con diferentes tipos de CTX-M. Se observó un predominio de 
*;?4 HÄUHSLZKLSHKtJHKHKL  `SHHWHYPJP}UKLLUaPTHZ*;?4`*;?4KLSNY\WV
1, incluyendo CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-15 y CTX-M-32, desde 2001 (Cantón y Coque, 2006).
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SHV no experimentó cambios, aunque, sí se produjo un aumento del tipo SHV-12. Por último, se 
YLNPZ[Y}\UH\TLU[VT\`ZPNUPÄJH[P]VKLSHZ)3,,[PWV*;?4X\LZLKPZWHY}KLSHS,ULS
estudio del 2000 se detectaron principalmente CTX-M-14 y CTX-M-9 entre otras variedades, en el 
estudio del 2006, además de éstas se encontró la variedad CTX-M-15, que no había sido detectada 
en el estudio anterior. En la Figura 22 está representada la distribución de las diferentes variedades 
de BLEE por todo el territorio Español (Díaz et al. 2010). Resultados similares han sido obtenidos 
en nuestro laboratorio en un estudio realizado en colaboración con el Hospital Xeral Calde de Lugo 
(actualmente Hospital Universitario Lucus Augusti, HULA). En este estudio obtuvimos una preva-
lencia de 57,1%, 21,7% y 9,5% de cepas productoras de CTX-M-14, CTX-M-15 y SHV-12 respec-
tivamente (Blanco et al. 2009).
Figura 22
Distribución de E. coliWYVK\J[VYHZKL)3,,HPZSHKHZLU,ZWH|HLU+xHaet al.
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Muestras de heces de 
personas sanas Año País
BLEE 
descritas Referencias
Revisiones médicas 2011 Francia
CTX-M-1,-2,-14,-15 Nicholas-Chanoine 
et al. 2012SHV-12
Voluntarios 2007 España
CTX-M-1,-8,-14,-32
Vinue et al. 2009
TEM-52
Niños 2011 Bolivia C T X - M - 2 , - 3 , - 8 , - 1 4 , 15,65
Bartoloni et al. 
2012
Voluntarios 2006 Guayana francesa
CTX-M-2,-8
Woerther et al. 
2010
CMY-2
SHV-2
Voluntarios 2009-2010 Túnez
CTX-M-1 Ben Sallem et al. 
2012TEM-1b,-52c
Estudiantes universitarios No se informó Senegal
CTX-M-15
Ruppe et al. 2009TEM-1
OXA-1
Tabla 3
Algunos estudios que demuestran la presencia de cepas de  E. coliWYVK\J[VYHZKL)3,,LUSHZOLJLZKLWLYZVUHZZHUHZ
Se desconocen los factores que pueden estar involucrados en el aumento de cepas portadoras 
de BLEE en infecciones nosocomiales y comunitarias, y también el aumento en la prevalencia de 
estas cepas en muestras fecales de personas, tanto en pacientes hospitalizados como extrahos-
pitalarios (Valverde et al. 2004; Mirelis et al.(SH]PZ[HKL[VKVZLZ[VZKH[VZZLW\LKLHÄYTHY
que las cepas de E. coli productoras de BLEE son y van a ser en los próximos años un gran pro-
blema para la salud pública.  
E. coliMVYTHWHY[LKLSHÅVYHPU[LZ[PUHSKLSVZO\THUVZ`SVZHUPTHSLZ`L_PZ[LULZ[\KPVZX\L
evidencian la presencia de cepas de E. coli productoras de BLEE en el tracto gastrointestinal. Por 
lo tanto, el aparato digestivo puede ser considerado como un reservorio para estas cepas, jugando 
un papel muy importante para su epidemiologia, ya que la mayoría de los casos de infección por 
estas bacterias son precedidos por esta colonización. La Tabla 3 resume los resultados de algunos 
estudios que se han llevado a cabo para evaluar la presencia de estas bacterias en muestras de 
heces de personas sanas.
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7YLZLUJPHKL)3,,LUV[YVZUPJOVZ
BLEE en animales destinados al consumo
Se han llevado a cabos varios estudios relativos a la presencia de cepas productoras de BLEE 
tanto en animales destinados al consumo humano como en animales de compañía y silvestres. El 
empleo de antibióticos en veterinaria es un tema de amplio debate en los últimos años ya que puede 
tener alguna relación con el aumento de la resistencia en bacterias de importancia clínica humana 
y animal, y acarrea consecuencias en la salud pública. Los antibióticos son utilizados en veterinaria 
JVUÄULZ[LYHWt\[PJVZWHYHLS[YH[HTPLU[VKLLUMLYTLKHKLZVJVUÄULZWYVÄSmJ[PJVZJ\HUKVYLZ\S-
ta imposible tratar por separado a cada animal, como en la cría intensiva de aves. También se han 
usado como promotor en el crecimiento de los animales destinados a consumo aunque ya no está 
permitido en Europa desde su prohibición en el 2006. Hay que puntualizar que el factor económico 
crea diferencias importantes en el uso de antibióticos en animales de compañía y en los animales 
destinados al consumo. El uso de cefalosporinas está más generalizado en animales de compañía 
mientras que en animales de consumo los antibióticos de elección son las penicilinas. No obstante, 
ya se están utilizando en aves destinadas a la producción de alimentos cefalosporinas de tercera 
generación (cefoperazona, ceftiofur y ceftriaxona) e incluso de cuarta generación (cefquinoma) (Or-
NHUPaHJP}U4\UKPHSKL:HUPKHK(UPTHS6P,"O[[W!^^ ̂VPLPU[LZU\LZ[YHL_WLYPLUJPHJPLU[PÄJH
productos-veterinarios/antimicrobianos/). 
La primera cepa de E. coli portadora de BLEE de origen animal de la que se tuvo noticias fue una 
cepa SHV-12 aislada en España en 1998 de un perro con infecciones urinarias recurrentes (Tesha-
ger et al. 2000). El número de publicaciones que hacen referencia a la detección de cepas de E. coli 
productoras de BLEE ha ido creciendo en los últimos años. Torres y Zarazaga (2007) recopilan los 
resultados obtenidos de estos estudios hasta el 2007 (Tabla 4)`W\ZPLYVUKLTHUPÄLZ[VSHPTWSP-
cación de cepas de E. coli portadoras de BLEE en distintos animales tanto sanos como enfermos, 
destinados al consumo en diferentes países. Resultados de otros estudios posteriores van en la 
misma dirección (Ewers et al. 2012; Guenther et al. 2011).
Recientemente, se ha publicado un extenso e interesantísimo estudio realizado por Blaak y co-
laboradores (2015) en 3 granjas de pollos de engorde (broiler) y 5 de gallinas en Holanda, en el que 
detectan cepas de E. coli productoras de  BLEE en las 8 granjas muestreadas, en el 65% de las 
muestras fecales de pollos y el 81% de las de gallinas. Entre las cepas aviares productoras de BLEE 
WYLKVTPUHIHUSHZKLSVZNY\WVZÄSVNLUt[PJVZ)`(ZPLUKVTLUVZMYLJ\LU[LZSHKL
SVZNY\WVZÄSVNLUt[PJVZ+`)7VYZ\WHY[LLS KLSHZJLWHZ)3,,LYHUWYVK\J[V-
ras de CTX-M-1 (41%), SHV-12 (29%) y TEM-52 (28%). Las cepas CTX-M-14 (0,3%) y CTX-M-15 
(0,3%) eran muy raramente detectadas. La diversidad de secuencias tipo observada fue enorme, 
PKLU[PÄJmUKVZLKPMLYLU[LZKLSHZJ\HSLZZLVIZLY]HYVULU]HYPHZNYHUQHZ:;:;:;
ST155, ST162, ST212, ST746, ST1276 y ST3249), siendo las más diseminadas la ST48 y la ST155 
que estaban presentes en 6 de las 8 granjas de aves muestreadas en los años 2011 y 2012 y distri-
buidas por toda la geografía de Holanda.
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Tipo de 
animal
Año de
aislamiento País
BLEE descritas
Referencias
Tipo CTX-M Otras BLEE
Combinación de 
BLEE
Especies destinadas al consumo humano. Animales sanos (muestras fecales)
aves
2000-2001 España CTX-M-14 SHV-12 Briñas et al., 2003
1999-2002 Japón CTX-M-1, -14 Kojima et al., 2005
2002 China CTX-M-14 Duan et al., 2006
2003 España CTX-M-9, -14 SHV-12 Briñas et al., 2005
2003 España CTX-M-1, -9, 14, -32
SHV-12
TEM-52
CTX-M-1+CTX-M-14
Blanc et al., 2006CTX-M-1+SHV-2
CTX-M-9+SHV-5
2004-2005 China CTX-M-14, -27 Liu et al., 2007
cerdos
2002 China CTX-M-3, -14, 24 Duan et al., 2006
2003 España CTX-M-1 SHV-5, -12 Blanc et al., 2006
2005 China CTX-M-14 Liu et al., 2007
conejos 2003 España CTX-M-9, -14 Blanc et al., 2006
vacuno
2000-2001 Japón CTX-M-2 Shiraki et al., 2004
2002 CTX-M-13 Duan et al., 2006
2004 TEM-52 Jensen et al. 2006
2004-2005 CTX-M Liébana et al. 2006
Especies destinadas al consumo humano. Animales enfermos (muestras clínicas)
aves
2003 España CTX-M-9, -14 SHV-12 Briñas et al., 2005
2003-2004 Francia CTX-M-1 Meunier et al., 2006
2005 China CTX-M-14 Liu et al., 2007
cerdos
2003 España CTX-M-14, -32 SHV-12 Briñas et al., 2005
200-2004 Francia CTX-M-1 Meunier et al., 2006
2005 Dinamarca CTX-M-1
Aarestrup et al. 
2006
conejos 2003 España TEM-52 Briñas et al., 2005
vacuno
2003 España CTX-M-1 Briñas et al., 2005
2004 Francia CTX-M-1, -15 Meunier et al., 2006
2004 Reino Unido CTX-M-14 Teale et al., 2005
2004-2005 Reino Unido CTX-M-14 Hopkins et al., 2006
Tabla 4 WHY[L
Presencia de cepas de E. coliWYVK\J[VYHZKL)3,,LUKPMLYLU[LZLZWLJPLZHUPTHSLZKLZ[PUHKHZHSJVUZ\TVO\THUV:L
PUJS\`LUHUPTHSLZZHUVZ`LUMLYTVZ`HUPTHSLZKLJVTWH|xH`ZHS]HQLZ;VYYLZ`AHYHaHNH
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Tipo de 
animal
Año de
aislamiento País
BLEE descritas
Referencias
Tipo CTX-M Otras BLEE
Combinación de 
BLEE
Animales no destinados al consumo humano
animales de 
compañía 
sanos
2001-2003 Italia CTX-M-1 Carattoli et al., 2005
2003 Portugal CTX-M-1 TEM-52 Costa et al., 2004
animales de 
compañía 
enfermos
1998 España SHV-12 Teshager et al. 2000
2001-2003 Italia CTX-M-1 SHV-12 CTX-M-1+SHV-12 Carattoli et al., 2005
animales 
salvajes
2003-2004 Portugal CTX-M-1, -14
SHV-12, 
TEM-52
CTX-M-14+TEM-52 Costa et al., 2006
Tabla 4 (parte 2)
Presencia de cepas de E. coliWYVK\J[VYHZKL)3,,LUKPMLYLU[LZLZWLJPLZHUPTHSLZKLZ[PUHKHZHSJVUZ\TVO\THUV:L
PUJS\`LUHUPTHSLZZHUVZ`LUMLYTVZ`HUPTHSLZKLJVTWH|xH`ZHS]HQLZ;VYYLZ`AHYHaHNH
Aunque hasta unos años el uso de cefalosporinas no era habitual en el tratamiento de infecciones 
aviares, se han detectado cepas productoras de CTX-M en muestras de aves tanto sanas como en-
fermas. Esto se puede explicar con una posible coselección por el uso de otros antibióticos (como 
las sulfamidas, trimetropim o quinolonas) muy empleados en avicultura. Los genes de resistencia a 
LZ[VZHU[PIP}[PJVZLZ[mUJVKPÄJHKVZWVYNLULZSVJHSPaHKVZLUPU[LNYVULZVWSmZTPKVZX\LT\JOHZ
]LJLZWVY[HU[HTIPtUNLULZISH*;?4X\LJVUÄLYLUYLZPZ[LUJPHHSHZJLMHSVZWVYPUHZ*HU[}Uet al. 
2012; Jones et al. 2008). El sistema de cría intensiva de las aves que implica la presencia de un gran 
número de animales en un espacio reducido facilita la trasferencia horizontal de material genético 
y el intercambio de bacterias entre los animales, lo que hace de estos sistemas de cría una vía de 
diseminación de bacterias y de genes de resistencia. 
Los diferentes tipos de enzimas BLEE obtenidos de muestras de origen animal procedentes 
de diferentes países están representados en la Figura 23 (recuadro blanco: E. coli portadoras de 
BLEE, recuadro gris: Salmonella entérica portadoras de BLEE).
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Comparando los resultados de la Figura 23 con los de la Figura 19 se observa una cierta relación 
entre la distribución de los diferentes tipos de BLEE de origen humano y animal según las distin-
[HZmYLHZNLVNYmÄJHZ7VYLQLTWSVLU,ZWH|HSHZ*;?4WYLKVTPUHU[LZKLVYPNLUO\THUVZVU
CTX-M-9 y CTX-M-14 y éstas también son predominantes en animales sanos destinados al consu-
mo humano (Blanc et al. 2006; Cantón y Coque., 2006). En Francia y Portugal el grupo CTX-M1 es 
el más frecuente entre cepas tanto de origen humano como animal (Girlich et al. 2007; Gonçalves 
et al. 2010). Sin embargo, en Suiza la enzima CTX-M-15 es la más prevalente en humanos mientras 
que la CTX-M-1 es el más frecuente en los animales (Geser et al. 2011, 2012). Así pues, la microbio-
ta intestinal de los animales sanos destinados al consumo humano puede representar un reservorio 
de BLEE de tipo CTX-M.
Figura 23
+PZ[YPI\JP}UKLSVZKPMLYLU[LZ[PWVZKLLUaPTHZ)3,,KLT\LZ[YHZKLHUPTHSLZZHUVZ;VYYLZ`AHYHaHNH
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BLEE en fauna silvestre 
Se han detectado también BLEE en animales de compañía (perros y gatos) sanos y enfermos 
(Carattoli et al. 2005; Costa et al. 2004; Ewers et al. 2012), y en animales de fauna silvestre. El pri-
mer estudio realizado sobre la presencia de E. coli portadoras de BLEE en animales silvestres fue 
realizado en Portugal entre los años 2003 y 2004 por Costa y colaboradores (2006). En este trabajo 
W\ZPLYVUKLTHUPÄLZ[VSHWYLZLUJPHKLLZ[HZIHJ[LYPHZLUSHMH\UHZPS]LZ[YL,UJVU[YHYVUJLWHZKL
E. coli portadoras de BLEE en aves de rapiña, una lechuza, 2 ciervos y 1 zorro. Se han realizado 
varios estudios a posteriori para tener una idea más clara de la presencia de estas bacterias en la 
fauna silvestre. En la Tabla 5  se presentan algunos de estos estudios (Guenther et al. 2011). La 
llegada de estas bacterias resistentes a la fauna silvestre puede ser debida al consumo de aguas 
contaminadas, por la ingesta de presas o cadáveres de animales domésticos portadores o por el 
contacto con los humanos. La presencia de cepas de E. coli portadoras de BLEE en este tipo de 
fauna podría crear nuevos ciclos de infección entre la vida salvaje, los animales domésticos y los 
humanos y contribuir a la diseminación y transmisión de estas resistencias a nichos ecológicos 
MYmNPSLZ ̀JVTVJVUZLJ\LUJPHHJLU[\HYSHKPÄJ\S[HKLUSVZ[YH[HTPLU[VZKLPUMLJJPVULZWVYLZ[HZ
bacterias.
Tipo de 
animal
Año de 
aislamiento País
BLEE 
descritas Referencias
ave rapaz
ciervo
zorro
búho
2003-2004 Portugal
CTX-M-1, -14
TEM-1, -52
SHV-12
Costa et al., 2006
gaviota (3HY\ZZW.) 2007 Portugal CTX-M-1, -14, -32
TEM-52
Poeta et al., 2008
gabiota reidora (*YPKPI\UK\Z) 2005 República Checa CTX-M-1, -15
SHV-2, -12
Dolejska et al., 2009
gaviota patiamarilla (L mi-
chahellis)
2008 Francia
CTX-M-1, -15
TEM-1
SHV
Bonnedahl et al., 
2009
jabalí (S. scrofa) 2005-2007 Portugal
CTX-M-1
TEM-1
Poeta et al., 2009
rata marrón (9YH[[\Z) 2007 Senegal CTX-M-15 Literak et al., 2009
gaviota de Bering (3NSH\JLZ-
JLUZ 2007 Rusia CTX-M-14, -15
Hernandez et al., 
2010
pato silvestre ((WSH[`YO`U-
chos)
2008 Suecia CTX-M-14, -15
Bonnedahl et al., 
2010
Tabla 5 WHY[L
Cepas de E. coliWYVK\J[VYHZKL)3,,LUMH\UHZPS]LZ[YL.\LU[OLYet al.
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Tipo de 
animal
Año de 
aislamiento País
BLEE 
descritas Referencias
pato silvestre ((WSH[`YO`U-
chos)
gaviota agréntea (3HYNLU[H[\Z
2008-2009 Polonia
CTX-M-1, -9, -15
TEM-1
SHV-12
OXA-1
Literak et al., 2010
águila ratonera ()I\[LV)
lechuza ;HSIH)
cárabo (:HS\JV)
águila calzada ((WLUUH[H)
aguilucho cenizo (*W`NHYN\Z)
milano negro 4TPNYHUZ
buitre negro (*H[YH[\Z
águila perdicera ((MHZJPH[H
búho real ()I\IV)
cuervo (C. corax)
2008 Portugal
CTX-M-1
TEM-1, -20
SHV-5
Pinto et al., 2010
buitre ()I\[LV) 2007-2008 Portugal CTX-M-1, -32
TEM-1
Radhouani et al., 
2010
gaviota (3HY\ZZW.) 2007-2008 Portugal CTX-M-1, -9, -15, 
-32
Simoes et al., 2010
gaviota 3HY\ZZW) 2010 Suecia
CTX-M-1, -14
TEM-1
SHV-12
Wallensten et al., 
2011
curruca capirotata (S. atrica-
WPSSH 2006-2010 Portugal
CTX-M-14, -15
SHV-12
Silva et al., 2011
YVLKVYLZUVLZWLJPÄJHKV 2008-2010 China CTX-M-1, -9 Ho et al., 2011
rata noruega (9UVY]LNPJ\Z) 2009 Alemania CTX-M-9 Guenther et al., 
2010 
mirlo asiático (;TLY\SH)
ganso careto ((HSIPMYVUZ)
paloma de roca (C. livia)
2009 Alemania CTX-M-15
Guenther et al., 
2010a
jabalí (S. scrofa) 2009 República Checa
CTX-M-1
TEM-1, -52b
Literack et al., 
2009b
barnada canadiense (B.cana-
densis) 2010 Bélgica
TEM-52
SHV-12
Garmyn et al., 2011
ánsar común (A. anser)
Tabla 5 (parte 2)
Cepas de E. coliWYVK\J[VYHZKL)3,,LUMH\UHZPS]LZ[YL.\LU[`LYet al.
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BLEE en aguas 
Se han detectado cepas de E. coli productoras de BLEE también en muestras de aguas de dife-
rentes orígenes. En la Tabla 6 se presentan algunos de los estudios realizados a nivel mundial para 
evaluar la presencia en aguas de río, lagos y aguas residuales. Se ha aislado también una cepa de 
E. coli productora de CTX-M-15 en un estudio donde evaluaron la presencia de bacterias produc-
toras de BLEE en algunas playas de Argel (Alouache et al. 2012). Los resultados de estos estudios 
indican que estas aguas se pueden considerar como un reservorio importante para la diseminación 
de BLEE.  (Chen et al. 2010; Tacao et al. 2012; Dhanji et al. 2011 ; Woerther et al. 2013).
Origen de muestra Año País BLEE descritas Referencias
,Å\LU[LKLKLW\YHKVYH 2008-2009 República Checa CTX-M-15
Dolejska et al. 
2011
Aguas residuales de 
hospital
Agua potable
Agua de pozo
(Å\LU[L`LÅ\LU[LKL
depuradora
,Å\LU[LJSVHJHSKL\U
hospital
2008-2009 India CTX-M-15TEM-1 Diwan et al. 2012
Ríos y lagos 2012 Suiza
CTX-M-1,-3,-14, 
15, 27,-55,-75
TEM-1
SHV-11,-12
A\YÅ\[Oet al. 2013
Río (estudio sesgado 
CTX-M-14,-15) 2010
Reino 
Unido CTX-M-14 Dhanji et al. 2011
Río (Hen de Seul) 2010-2011 Corea
CTX-M-14
TEM-52
CMY-1
Kim et al. 2008
Agua de mar (cerca de 
estaciones de 
investigaciones)
2011 Antártida CTX-M-1,-15 Hernández et al. 2012
Tabla 6
Resultados de algunos estudios sobre presencia de E. coliWYVK\J[VYHZKL)3,,LUT\LZ[YHZKLHN\HKLKPMLYLU[LZVYxNL-
nes.
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1.8.2 Diseminación de BLEEs 
Como se ha indicado, la diseminación de las bacterias portadoras de BLEE se ha producido 
en ecosistemas muy diversos. La Figura 24 resume los posibles reservorios de estas bacterias a 
SVZJ\HSLZSHJVT\UPKHKWLY[LULJL`HZ\]LaLZ[mL_W\LZ[H,ULZ[HÄN\YH[HTIPtUZLVIZLY]HU
las posibles transmisiones cruzadas que podrían ocurrir entre los diferentes nichos. No podemos 
obviar el papel de la globalización en la diseminación de las resistencias. Por un lado los viajeros 
internacionales, que pueden facilitar la diseminación de estas resistencias de un país a otro, o in-
cluso de un continente a otro (Van der Bij y Pitout, 2012), y por el otro lado el consumo de carnes 
de exportación de países donde la legislación del uso de antibióticos puede variar. El abuso en el 
empleo de los antibióticos está muy relacionado con la explosión en la diseminación de BLEE. El 
dominio de este fenómeno no es necesariamente el descubrimiento de nuevos antibióticos sino el 
uso racional de los mismos, el respeto de las normas básicas de higiene y la compresión de los 
mecanismos implicados en la evolución y diseminación de estas resistencias.
Figura 24
Representación de los diferen-
[LZ YLZLY]VYPVZ KL JLWHZ WYV-
K\J[VYHZ KL )3,, ` WVZPISL
transmisión cruzada entre ellos 
>VLY[OLYet al.
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Estamos pues asistiendo a una diseminación explosiva de las enzimas CTX-M a nivel mundial. 
Estudios realizados a lo largo de la última década han revelado que estas enzimas han llegado a 
desplazar casi totalmente a las otras enzimas resistentes, como TEM y SHV. Este éxito ha estado 
facilitado no solamente por la presencia de los genes responsables de la producción de estas enzi-
THZSVJHSPaHKVZLUWSH[HMVYTHZJVULÄJPLU[LJHWHJPKHKKL[YHUZMLYLUJPHWSmZTPKVZ`[YHUZWVZV-
nes), su asociación con elementos capaces de reclutar e integrar genes de resistencia a otros anti-
microbianos (integrones) y su localización en clones bien adaptados al hombre (Horcajo y Cantón. 
2014) (Figura 25), sino también gracias a la presencia de una co-resistencia expresada en estos 
WSmZTPKVZZVIYL[VKVWHYHÅ\VX\PUVSVUHZ̀ HTPUVNS\J}ZPKVZX\LW\LKLUMHJPSP[HYSVZWYVJLZVZKL
co-selección (Cantón et al. 2012).
Figura 25
3VZ LSLTLU[VZ NLUt[PJVZ
que participan en la mo-
]PSPaHJP}U WYVWHNHJP}U `
mantenimiento de los ge-
nes bla
CTX-M
 (Cantón et al. 

La emergencia temporal y penetración de estas enzimas en diferentes escenarios epidemioló-
gicos pueden explicar la epidemiología actual. La distribución de BLEEs se puede dividir en tres 
L[HWHZ! SHLTLYNLUJPHKLKPMLYLU[LZ*;?4LUKPZ[PU[HZ`KPZ[HU[LZmYLHZNLVNYmÄJHZWVKYxH
haber ocurrido hasta mediados de la década de los noventa), (2) la emergencia de las CTX-M más 
diseminadas (incluyendo CTX-M-3, CTX-M-9, CTX-M-14 y CTX-M-15), que podría haber ocurrido 
LU[YL  ``ÄUHSTLU[LSHKPZWLYZP}UT\UKPHSKLLZ[HZLUaPTHZ*HU[}Uet al. 2012).
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CTX-M CTX-M relacionado Año País Referencias
CTX-M-3 CTX-M-1 (4 AA)
1996-1997 Polonia Gniadkiwski et al. 1998
1998 Francia De Champs et al. 2000
1999 Taiwan Yan et al. 2000
CTX-M-9
1996 España Sabaté et al. 2000
1996 Brasil Bonnet et al. 2001
1997 China Chanawong et al. 2002
1994
Francia (estudio 
retrospectivo 
2002)
Saladin et al. 2002
CTX-M-14 CTX-M-9 (1 AA)
1995 Korea Pai et al. 2001
1996? España Sabaté et al. 2000
1997-1998 China Chanawong et al. 2002
1998-1999 Taiwan Ma et al. 2002
1999 Francia Dutour et al. 2002
1999 Brasil Bonnet, 2004
CTX-M-15
1999 India Karimet et al. 2001
2000 Japón Livermoere and Hawkey, 2005
2001 Reino Unido Woodford et al. 2004
1998 
Polonia (estudio 
retrospectivo 
2002)
Baraniak et al. 2002
Tabla 7
(WHYPJP}UKL]HYPLKHKLZKL*;?4LUKPMLYLU[LZWHxZLZ
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En 1986 se aisló la primera cepa de E. coli productora de CTX-M en las heces de un perro de la-
IVYH[VYPV\[PSPaHKVLUSVZLZ[\KPVZMHYTHJVJPUt[PJVZKLSVZHU[PIP}[PJVZ́ SHJ[mTPJVZLU1HW}U,Z[H
enzima, nombrada inicialmente FEC-1 (Fecal E. coli), resultó ser idéntica a la secuencia de CTX-M-3 
aislada en Polonia de un paciente con una infección urinaria en 1996. En ese mismo año se aisló 
un E. coli productor de CTX-M-1 de una otitis de un niño de cuatro meses en Munich. En 1989, se 
aisló en Francia un E. coli con un fenotipo idéntico a la cepa de Munich de un paciente italiano. A 
esta enzima se le dio el nombre de MEN-1 (según el nombre del paciente) que en 1996 resultó ser 
PKtU[PJHHSHZLJ\LUJPHKL*;?4+\YHU[LSHKtJHKHKLSVZUV]LU[HZLOHUPKLU[PÄJHKHU\L]HZ
variedades de CTX-M casi al mismo tiempo en diferentes países (Tabla 7).
Después de la aparición de las diferentes variedades de CTX-M su prevalencia ha aumentado 
KLTHULYHLZWLJ[HJ\SHY`HZxOHUKLZWSHaHKVHSHZV[YHZLUaPTHZYLZPZ[LU[LZHHU[PIP}[PJVZʹSHJ-
[mTPJVZJVTVSHZ;,4`:/=,_PZ[L\UHJPLY[HLZWLJPÄJPKHKNLVNYmÄJHKLKPMLYLU[LZ]HYPLKHKLZ
de CTX-M como CTX-M-1 en Italia, CTX-M-2 en Sudamérica, CTX-M-3 en Japón, CTX-M-9 en 
España, CTX-M-14 en España y Canadá y CTX-M-15 con una presencia en todo el mundo (Cantón 
y Coque, 2006). Esta variabilidad podría estar relacionada con las características de cada región 
como la presencia de algunos clones o de la posible abundancia del organismo del cual derivan.
1.9Emergencia de cepas clonales productoras de BLEE
Entre Octubre 2001 y Octubre 2002 en un Hospital Geriátrico (650 camas) de París se detectó la 
emergencia y expansión de tres cepas de E. coliJSVUHSTLU[LYLSHJPVUHKHZKLSNY\WVÄSVNLUt[PJV
)WYVK\J[VYHZKL*;?4;VKHZSHZJLWHZLYHUYLZPZ[LU[LZHSVZIL[HSHJ[mTPJVZ`Å\VYVX\PUV-
lonas y algunas también a gentamicina. Además, las cepas clonales presentaban varios genes de 
virulencia (HLYM`\(, y PYW) y presentaban el estatus ExPEC. Las cepas clonales estaban disemi-
UHKHZLULSOVZWP[HSNLYPm[YPJVKVUKLSHZX\PUVSVUHZÅ\VYHKHZ`SHJLM[YPH_VUHZLWYLZJYPIxHUJVU
mucha frecuencia, pero no se expandieron en la unidad de cuidados intensivos de un hospital de 
YLMLYLUJPHKVUKLZLHPZSHYVUSVZWHJPLU[LZ:L[YH[HKLSWYPTLYLZ[\KPVKVUKLZLWVULKLTHUPÄLZ[V
SHLTLYNLUJPHKLJLWHZJSVUHSLZWYVK\J[VYHZKL)3,,3LÅVU.\PIV\[et al. 2004).
Lavollay y colaboradores (2006) tras estudiar 120 cepas de E. coli productoras de CTX-M-15 ais-
ladas en 10 hospitales diferentes de París, en el Hospital Charles Nicolle de Túnez y en el Instituto 
7HZ[L\YKL)HUN\P9LWISPJH*LU[YHS(MYPJHUHLU[YL`PKLU[PÄJHYVUJLWHZLUSVZ
tres países que estaban clonalmente relacionadas (PFGE). Además, caracterizaron los plásmidos 
X\LJVKPÄJHUWHYH*;?4`JVTWYVIHYVUX\LWLY[LULJxHUHSNY\WVKL PUJVTWH[PIPSPKHK 00`
portaban una región de resistencia múltiple (MDR).
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Figura 26
+P]LYZPKHK NLUt[PJH KL
cepas de E. coli produc-
[VYHZKL)3,,HPZSHKHZLU
diferentes hospitales del 
9LPUV <UPKV 
(UmSPZPZ KL SVZ WH[YVULZ
de restricción obtenidos 
WVY 7-., :L KL[LJ[H SH
L_WHUZP}UKL SHJLWHLWP-
KtTPJH(>VVKMVYKet al. 

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La cepa epidémica A, extendida ampliamente en el Reino Unido, presentaba un gen blaCTX-M-15 
con un entorno genético peculiar, ya que tenía insertada la secuencia IS26 en la secuencia moviliza-
dora ISEcp1, lo que interrumpe su secuencia promotora y provoca un expresión fenotípica menor 
del enzima CTX-M-15 (Figura 27) (Woodford et al. 2004).
En la Comunidad de Madrid también se ha observado la dispersión de clones epidémicos de ce-
pas de E. coli productoras de CTX-M-15 en instituciones de pacientes crónicos y en residencias de 
la tercera edad. Entre Enero 2004 y Agosto 2005 se aislaron 151 cepas de E. coli BLEE resistentes 
HSHJLMV[H_PTH`HSHJLM[HaPKPTH:LPKLU[PÄJHYVUJS\Z[LYZ con 103, 11, 6 y 5 aislados respectiva-
mente. El JS\Z[LY (I) más expandido se detectó en las muestras de todos los centros examinados. 
La mayoría de las cepas del JS\Z[LY0LYHUYLZPZ[LU[LZHSHJPWYVÅV_HJPUH NLU[HTPJPUH
y tobramicina (90%). Ocho de las 11 cepas del JS\Z[LY II contenían la secuencia de inserción IS26 
en el mismo lugar que la cepa A del Reino Unido (Figura 28) (Oteo et al. 2006).
Figura 27
,U[VYUVNLUt[PJVKLSNLUISH*;?4KLSHJLWHLWPKtTPJH(JVUSH0:PUZLY[HKHHSÄUHSKL0:,JWX\LHJ[HJVTV
ZLJ\LUJPHTV]PSPaHKVYH`WYVTV[VYH>VVKMVYKet al.
Woodford y colaboradores (2004), llevaron a cabo un estudio en el Reino Unido donde se exa-
minaron 291 cepas de E. coli productoras de CTX-M aisladas en 42 centros sanitarios entre Enero 
2003 y Marzo 2004.  El 24% eran de infecciones comunitarias.  La gran mayoría (96%) eran pro-
K\J[VYHZKLLUaPTHZ*;?4KLSNY\WV:LPKLU[PÄJ}\UHJLWHLWPKtTPJHJLWH(WYVK\J[VYHKL
*;?4X\LLUNSVIHIHHPZSHTPLU[VZWYVJLKLU[LZKLZLPZJLU[YVZ (KLTmZ PKLU[PÄJHYVU
otras cuatro cepas (cepas B, C, D, E) CTX-M-15 asociadas con varios casos esporádicos (Figura 
26)3HTH`VYxHKLSHZJLWHZLYHUYLZPZ[LU[LZHÅ\VYVX\PUVSVUHZ[YPTL[VWYPT[L[YHJPJSPUH`HTPUV-
glucósidos. 
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Figura 28 
+P]LYZPKHKNLUt[PJHKLJLWHZKLE. coli WYVK\J[VYHZKL)3,,HPZSHKHZLUKPMLYLU[LZOVZWP[HSLZKL4HKYPK(UmSPZPZKLSVZ
WH[YVULZKLYLZ[YPJJP}UVI[LUPKVZWVY7-.,:LKL[LJ[H SHL_WHUZP}UKL\UHJLWHLWPKtTPJH*;?4YLZPZ[LU[LH SH
gentamicina (*S\Z[LY I) (Oteo et al. 2006).
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1.10Emergencia de clones de alto riesgo
El término clon se utiliza para describir la progenie de una célula bacteriana a través de la re-
producción asexual, lo que implica que el mismo linaje clonal consta de aislados estrechamente 
relacionados que han ido divergiendo del mismo ancestro común (Dijkshoorn et al. 2000). Sin em-
bargo, las bacterias se caracterizan por su plasticidad genómica, estando sometidas a diferentes 
eventos genéticos (como  mutaciones, deleciones o inserciones de fragmentos de ADN) que pro-
ducen cambios genotípicos. Por lo tanto, las cepas pertenecientes al mismo clon pueden no ser 
PKtU[PJHZNLUt[PJHTLU[L,ULZ[LZLU[PKVSHKLÄUPJP}ULZ[YPJ[HKL\UJSVU[PLUKLHZLYÅL_PISL`ZL
KLÄULJVTVHPZSHKVZHS[HTLU[LWHYLJPKVZWYVJLKLU[LZKLSTPZTVHUJLZ[YVX\LW\LKLUZLYPKLU-
[PÄJHKVZTLKPHU[LTt[VKVZTVSLJ\SHYLZ,S[tYTPUVJSVULZT\`[PSLUSHLWPKLTPVSVNPHTVSLJ\SHY
WLYTP[PLUKVYLSHJPVUHYJLWHZKPZ[HU[LZNLVNYmÄJHTLU[L`[LTWVYHSTLU[L
Los primeros estudios indicaban la policlonalidad de las cepas productoras de CTX-M. Sin em-
bargo, con la aplicación de la técnica genotípica MLST (4\S[PSVJ\Z:LX\LUJL;̀ WPUN) se ha demos-
trado que, a pesar de la gran diversidad de las enzimas CTX-M, existe una cierta clonalidad puesto 
que determinadas secuencias tipo están relacionadas con algunas CTX-M. La técnica de MLST 
fue propuesta en 1998 por Mainden y ha revolucionado los conocimientos sobre la evolución, la 
ecología, la epidemiología y la genética de poblaciones de las bacterias. Este método se basa en 
la secuenciación de fragmentos internos altamente conservados dentro de una especie bacteria-
na. Existen dos esquemas de MLST utilizados para E. coli. El primero es el esquema de Achtman 
O[[W!TSZ[\ZZPLTSZ[KIZ,JVSPIHZHKVLUSHHTWSPÄJHJP}U`WVZ[LYPVYZLJ\LUJPHJP}UKLNLULZ
de 583 a 932 pb (HKRM\T*N`Y)PJKTKOW\Y( y recA). El segundo es el esquema del instituto 
Pasteur (www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/EColi.html) que se basa en la secuenciación 
de 8 genes (KPU)PJK(WHI)WVS)W\[7[YW([YWI y \PK(), las secuencias se analizan empleando 
el programa Clustalw2. Existen bases de datos electrónicas gratuitas que aseguran una nomen-
clatura uniforme y fácilmente accesible a todos los interesados. Estas bases de datos analizan las 
secuencias y les asigna un número que corresponde a la secuencia tipo (ST). De esta manera es 
posible relacionar las cepas parecidas genéticamente entre si ya que van a tener el mismo código. 
Últimamente el uso de esta técnica es muy común debido a su bajo coste económico y a la mejora 
de las bases de datos.
La técnica de MLST se utilizó en cepas de E. coliWYVK\J[VYHZKLʹSHJ[HTHZHZWHYHKL[LYTPUHY
si existe clonalidad entre las cepas aisladas en la misma región o en lugares muy distantes geográ-
ÄJHTLU[L
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 Ciertos estudios basados en la aplicación de MLST han demostrado que, a pesar de la alta 
diversidad de las enzimas CTX-M presente en E. coli, existe una cierta clonalidad y algunas STs 
han sido encontradas repetidamente relacionadas con algunas enzimas CTX-M. Ello sugiere que 
estas secuencias tipo pueden estar involucradas en la diseminación de estas enzimas y el éxito 
adaptativo de algunas de ellas (Cantón et al. 2012). Pueden citarse las secuencias ST38, ST393 y 
ST405 que han sido relacionados especialmente con las enzimas CTX-M-9, CTX-M-14 y CTX-M-15 
respectivamente (Coque et al. 2008; Blanco et al. 2011). Uno de los ejemplos más destacados de 
la clonalidad de las cepas de E. coli productoras de CTX-M es el grupo clonal con la secuencia tipo 
ST131, distribuida alrededor de todo el mundo. Este clon está mayoritariamente relacionado con 
CTX-M-15, y también con las variedades de CTX-M-9 y CTX-M-14 presentes tanto de aislados de 
origen humano como animal (Mora et al. 2010; Cao et al. 2011).
Las secuencias tipo más frecuentemente encontradas entre las cepas de E. coli productoras de 
BLEE aisladas en diversos países fueron las siguientes: ST10, ST38, ST69, ST131, ST167, ST315, 
ST393, ST405, ST410 y ST648 (Tabla 8 y Figura 29) (Woodford et al. 2011; Brisse et al. 2012; Na-
seer et al. 2012; Peirano et al. 2012; Van der Bij et al. 2012; Colpan et al. 2013; Izdebski et al. 2013). 
Concretamente, en el estudio multicéntrico de Izdebski y colaboradores (2013) se determinó la 
secuencia tipo de 240 cepas aisladas entre los años 2008 y 2011 en España, Francia, Italia e Israel, 
y aunque se encontraron 76 diferentes STs, únicamente 7 secuencias englobaron el 65% de las 
cepas (ST10, ST38, ST69, ST131, ST405, ST410, y ST648). Similares resultados fueron encontra-
dos en el estudio que Nasser y colaboradores (2012) realizaron con 100 cepas aisladas en España, 
Noruega, el Reino Unido y Suecia entre los años 2000 y 2008, ya que el 68% de las cepas perte-
necieron únicamente a 6 secuencias tipo (ST10, ST38, ST131, ST167, ST405 y ST648). En Canadá, 
Peirano y colaboradores (2012) observaron que el 91% de las cepas de E. coli productoras de BLEE 
aisladas de hemocultivos entre los años 2000 y 2010 pertenecían únicamente a 8 secuencias tipo 
(ST10, ST38, ST131, ST315, ST393, ST405, ST61 y ST648).
Por lo tanto, existen clones exitosos entre las cepas de E. coli productoras de BLEE que son 
(o representan) el modo principal de diseminación de las resistencias a antibióticos a nivel global 
(Willems et al. 2011; Woodford et al. 2011). Estos clones son una fuente poderosa de propagación 
KLLZ[HZYLZPZ[LUJPHZHJ[\HUKVJVTVKVUHU[L`YLJLW[VYKLSVZLSLTLU[VZNLUt[PJVZX\LJVUÄL-
ren la resistencia antimicrobiana tanto por vía vertical a su descendencia como por vía horizontal a 
otras bacterias. Estos clones se caracterizan por la capacidad de diseminación y colonización de 
diferentes nichos ecológicos adquiriendo rasgos adaptativos que incrementan su patogenicidad y 
resistencia a antibióticos, proporcionando una ventaja Darwiniana a las cepas de estos clones so-
bre otras de la misma especie (Riley, 2014), convirtiéndose así en la parte principal de la población 
IHJ[LYPHUHLUT\JOHZmYLHZNLVNYmÄJHZ
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Número 
de cepas 
BLEE
Año País
ST más 
frecuentes entre 
cepas productoras de 
BLEE
Referencias
240 2008-2009
Francia,
 Italia, España 
e Israel
131 (41,2%), 10 (5,1%), 405 
(4,9%), 38 (4,3%), 410 (3,7%), 
648 (3,5%), 69 (2,7%)
Izdebski et al. 2013
100 2000-2008
Noruega, 
Reino 
Unido, España 
y Suecia
131 (39%), 38 (8%), 648 (8%), 
405 (6%), 167 (4%), 10 (3%) Naseer et al. 2012
197 2000-2010 Canadá
131 (59,4%), 405 (7,1%), 
CC10 (10+617) (6,6%), 38 
(5,6%), 648 (5,6%), 315 
(4,6%), 393 (2,5%)
Peirano et al. 2012
Tabla 8
:;ZTmZMYLJ\LU[LZHUP]LSNSVIHSLUJLWHZ,_7,*WYVK\J[VYHZKL)3,,
Para que un clon sea considerado un clon de alto riesgo debe de cumplir los requisitos siguien-
tes: una capacidad de diseminación a nivel global, multiresistencia, presencia de multiples genes 
de virulencia, capacidad de colonizar y persistir en los hospedadores durante largos intervalos de 
tiempo (más de seis meses) y la capacidad de causar infecciónes severas que pueden ser recu-
rrentes (Mathers et al. 2015).
Se han llevado a cabo numerosos estudios en diferentes países para conocer las STs más preva-
lentes a nivel global relacionadas con cepas ExPEC. Para realizar estos estudios se han selecciona-
do cepas ExPEC consecutivas, no duplicadas y no seleccionadas por resistencia a antibióticos, los 
resultados de estos estudios están resumidos en la Tabla 9 y Figura 29. Cabe destacar la presencia 
de cuatro clones especialmente exitosos: ST69, ST73, ST95 y ST131.
52
Número de 
cepas 
ExPEC
Año País ST más prevalentes Referencias
246 (septicemias) 2007-2010 USA
131 (21%), 95 (16%), 73 
(8%), 69 (8%), 12, 10, 405, 
38
Adams-Sapper et al. 
2013
300 (ITU) 2007-2009 Reino Unido
73 (16,6%), 131 (13,3%), 
69 (9%), 95 (6,5%), 10 
(4,3%), 127
Gibreel et al. 2012
88 (ITU y 
septiemias) 2004-2005 Inglaterra
131 (59%), 73 (7%), 95 
(7%), 69 (2%), 410 (2%), 
416 (2%), 155 (2%), 391 
(2%)
Lau et al. 2008
256 (ITU) 2006 Canadá
69, 131, 95, 73 (no se 
aplicó MLST a todas las 
cepas)
Manges et al. 2008
121 (ITU) 2008-2009 Reino Unido
131 (22%), 73 (11%), 69 
(95), 95 (3%) Croxall et al. 2011
770 (septicemias) 2010-2012 Reino Unido
73 (18%), 131 (17%), 69 
(12%), 95 (4%), 12 (3%), 
404 (3%), 10 (3%), 127 
(3%), 141 (3%)
Homer et al. 2014
500 (diferentes
 infecciones) 2009 España
131 (12%), 69 (4%), 393 
(3%) Blanco et al. 2011
304 (diferentes 
infecciones) 2008-2009 Francia
131 (23%), 10 (7%), 73 
(5%) Brisse et al. 2012
Tabla 9
:;ZTmZWYL]HSLU[LZHUP]LSNSVIHSLUJLWHZ,_7,*
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1.10.1 Grupo clonal ST131 
En el año 2008, varios grupos de investigadores internacionales liderados por Nicolas-Chanoine 
`JVUSHWHY[PJPWHJP}UKLU\LZ[YVNY\WV39,*<:*PKLU[PÄJHYVULSNY\WVJSVUHS6!/:;
en un estudio donde se caracterizaron 36 cepas de E. coli productoras de CTX-M-15 aisladas de 
siete países (Francia, España, Portugal, Suiza, Corea, Líbano y Canadá) de tres continentes. Estas 
JLWHZWYLZLU[HIHUJHYHJ[LYxZ[PJHZZPTPSHYLZLU[YLZx!LSTPZTVNY\WVÄSVNLUt[PJV)TPZTVZL-
YV[PWV6!/YLZPZ[LUJPHHJPWYVÅV_HJPUH`ZLJ\LUJPH[PWV:;5PJVSHZ*OHUVPULet al. 2008). 
Las cepas de este clon poseían de 7 a 14 genes de virulencia de los cuales 5 eran comunes (ÄT/, 
ZH[M`\(\ZW y THS?SVX\LSHZJSHZPÄJHIHJVTV,_7,*,SKLUKVNYHTHKLSHZJLWHZVI[LUPKV
TLKPHU[L7-.,T\LZ[YHWLYÄSLZKLYLZ[YPJJP}UZPTPSHYLZZPIPLUSHZJLWHZZLHNY\WHIHULU]HYPVZ
JS\Z[LYZ relacionados genéticamente. Las 6 cepas españolas incluidas en este estudio procedían 
del Hospital Universitario Lucus Augusti (HULA) de Lugo y se englobaron en un mismoJS\Z[LY (Fi-
gura 30).
Figura 29
*VTWVZPJP}U JSVUHS KL 
cepas de E. coli aisladas en 
OVZWP[HSLZKL7HYxZ
 !  JLWHZ WYVK\J[V-
YHZKL*;?4̀ JLWHZUV
WYVK\J[VYHZKL)3,,)YPZZL
et al.  3HZ ZLJ\LUJPHZ
[PWV TmZ MYLJ\LU[LZ M\LYVU
:; )  :; (
`:; )  /H`
\U[V[HSKLJVTWSLQVZJSV-
UHSLZ**ZZPLUKVJ\H[YVKL
LSSVZ HS[HTLU[L WYL]HSLU[LZ!
**  ** 
**`**
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Figura 30
+LUKVNYHTHWVY7-.,KLJLWHZ6I!/:;WYVK\J[VYHZKL*;?43HJLWH-= WLY[LULJLHSZLYV[PWV
6H!/`HSHZLJ\LUJPH[PWV:;5PJVSHZ*OHUVPULet al.
6[YVLZ[\KPVKVUKLZLPKLU[PÄJ}[HTIPtULSNY\WVJSVUHS:;LZLSYLHSPaHKVWVY]HYPVZPU]LZ[P-
gadores internacionales liderado por Coque, donde se analizaron 43 cepas de E. coli productoras 
de CTX-M-15 procedentes de seis países (Canadá, India, Kuwait, Francia, Suiza, Portugal y Espa-
ña). Detectaron la secuencia tipo ST131 en todos ellos (Coque et al. 2008).
En el estudio realizado por Woodford y colaboradores (2004) donde examinaron 291 cepas de E. 
coli productoras de CTX-M, encontraron que el 96% eran productoras de CTX-M-15. El dendro-
NYHTHKLLZ[HZJLWHZPKLU[PÄJ}\UHJLWHLWPKtTPJH(`V[YHZJ\H[YVJLWHZ)*+`,7VZ[L-
riormente, Lau y colaboradres (2008) aplicaron MLST a algunas de estas cepas (A, B, C, D y E) y 
determinaron que pertenecían al clon ST131.
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En el 2008, Clermont y colaboradores comprobaron que las cepas del grupo clonal O25:H4-
ST131 tienen una variante del antígeno somático O25 a la que denominaron O25b. Además, desa-
YYVSSHYVU\UH7*9LZWLJxÄJHWHYHKL[LJ[HYLSHU[xNLUV6I,U\U[YHIHQVKLSVZTPZTVZH\[VYLZ
(Clermont et al. 2009) se utilizó esta prueba para analizar la presencia del clon ST131 en 627 cepas 
de E. coli procedentes de 4 continentes (Europa, Asia, África y América). Ciento cuarenta y tres ce-
pas del total de las cepas fueron productoras de BLEE, y todas ellas fueron O25b-ST131.
+PZLTPUHJP}U`WYL]HSLUJPHKL:;
Se están buscando explicaciones a la emergencia del clon ST131 a nivel mundial casi simultá-
neamente y entre pacientes que aparentemente no tienen ningúna relación obvia entre ellos. Free-
man y colaboradores (2008) realizaron un estudio en Nueva Zelanda en el que observaron que los 
pacientes de un centro de salud con infecciones urinarias causadas por ST131 habían realizado 
un viaje reciente a la India o eran emigrantes procedentes de ese país. En Canadá, se ha llevado a 
cabo un estudio similar donde relacionaron el papel de los viajeros en la diseminación de este clon 
(Laupland et al. 2008; Pitout et al. 2009). Así, concluyeron que las personas incluidas en el estudio 
que habían realizado un viaje en los últimos tres meses a la India, África o Medio Oriente y que ha-
bían sufrido una ITU estaban en su mayoría relacionadas con el clon ST131.
;YHZSHPKLU[PÄJHJP}UPUPJPHSLULSKLSJSVU:;LZ[LJSVUZLL_WHUKP}KL\UHMVYTHLZ-
pectacular por todo el mundo cambiando el panorama epidemiológico de las cepas de E. coli pro-
ductoras de BLEE. En España, en un estudio realizado entre Febrero de 2006 y Mayo de 2008 por 
nuestro grupo en colaboración con la Unidad de Microbiología del HULA se determinó la prevalen-
cia y el tipo de BLEE producido por las cepas de E. coli. La enzima CTX-M-15 (22%) fue la segunda 
más prevalente después de CTX-M-14 (57%). Además, todas las cepas CTX-M-15 pertenecieron 
HSZLYV[PWV6I!/HSNY\WVÄSVNLUt[PJV)`[LUxHUSHZLJ\LUJPH[PWV:;`WLY[LULJxHUH\U
mismo cluster de PFGE (Blanco et al. 2009). En otro estudio realizado en el Hospital Vall d’Hebron 
en Barcelona entre Mayo y Diciembre del 2008, analizamos 94 cepas consecutivas no duplicadas 
de E. coli productoras de BLEE, observando que la enzima CTX-M-15 (26%) era la segunda más 
prevalente después de CTX-M-14 (47%). En total 30 cepas pertenecieron al grupo clonal O25b:H4-
B2-ST131, siendo 19 cepas de este clon productoras de CTX-M-15 y 8 de SHV-12 (Coelho et al. 
2011). De estos dos estudios (donde hay una diferencia de dos años en los muestreos) se deduce 
\UPUJYLTLU[VZPNUPÄJH[P]VLUSHWYL]HSLUJPHKLLZ[LJSVULUJLWHZWYVK\J[VYHZKL)3,,LULZ[L
período de tiempo (del 22% en 2006 al 32% en 2008).
Estudios similares se han realizado alrededor de todo el mundo para evaluar la prevalencia del 
clon ST131 en cepas ExPEC productoras de BLEE (Tabla 10). De estos estudios puede concluirse 
que la prevalencia media de este clon es del 50% de las cepas de E. coli productoras de BLEE a 
nivel global.
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País Año
Prevalencia de 
ST131 en cepas 
BLEE
Referencias
Dinamarca 2008-2009 38% Olesen et al. 2013
Francia
2008-2009 36% Brisse et al. 2012
2008-2011 42%
Izdebski et al. 2013Italia 2008-2011 51%
Israel 2008-2011 33%-41%
Noruega 2000-2008 27%
Nasser et al. 2012Reino Unido 2000-2008 60%
Suecia 2000-2008 58%
Canadá 2000-2010 59% Peirano et al. 2012
USA 2011 64% Colpan et al. 2013
Tabla 10
7YL]HSLUJPHKLSJSVU:;LUJLWHZKLE. coliWYVK\J[VYHZKL)3,,
La emergencia del grupo clonal O25b:H4-B2-ST131 se ha asociado con la enzima CTX-M-15 
en numerosos países, como por ejemplo en el Reino Unido (Lau et al. 2008), Canadá (Peirano et 
al. 2010a), Italia (Cagnacci et al. 2008), Turquía (Yumuk et al. 2008), Croacia (Literacka et al. 2009), 
Japón (Suzuki et al. 2009), USA (Peirano et al. 2010b), Sudáfrica (Peirano et al. 2011), Brasil (Pei-
rano et al. 2011a) y Noruega (Naseer et al. 2009). La adquisición por parte del clon ST131 de plás-
TPKVZWVY[HKVYLZKLTS[PWSLZNLULZKLYLZPZ[LUJPHLU[YLLSSVZSVZX\LJVKPÄJHUWHYHSHLUaPTH
CTX-M-15, ha aportado a este clon una multirresistencia que combinada con la presencia de un 
alto número de genes de virulencia le ha permitido una expansión global espectacular. Sin embar-
go, se han descrito otras variedades de enzimas relacionadas con este clon, como por ejemplo 
CTX-M-14 en Canadá, China y Japón (Cao et al. 2011; Matsumura et al. 2013; Peinaro et al. 2012), 
CTX-M-3 en Irlanda (Dhanji et al. 2011a), y la variedad CTX-M-27, muy frecuente en Francia, Japón 
y Suiza (Blanc et al. 2014; Matsumura et al.":LPɈLY[et al. 2013). Se ha relacionado este clon 
también con cepas que producen otros tipos de enzimas BLEE como SHV (SHV-12 en Barcelona, 
SHV-5 y SHV-7 en USA) y TEM (TEM-24 en Francia) (Coelho et al. 2011; Sidjabat et al. 2009; Cler-
mont et al. 2009).
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Desde que emergieron, las cepas ST131 se han diseminado rápidamente y han contribuido en 
gran parte a la creciente prevalencia de cepas de E. coli multiresistentes a nivel mundial. No obstan-
te, no todas las cepas del clon son productoras de BLEE, la mayoría de estas cepas son resistentes 
HÅ\VYVX\PUVSVUHZ`HSN\UHZZVUJVYYLZPZ[LU[LZHHTPUVNS\J}ZPKVZ[YPTL[VWYPTZ\SMHTL[V_HaVS`
cefalosporinas. En un trabajo de investigación doctoral realizado en nuestro laboratorio (Mamani 
2014) donde se han analizado 3.164 cepas procedentes de bacteriemias (1989-2011) se encontró 
una prevalencia de 4,8% de cepas del grupo clonal ST131. En los primeros 11 años (1989-1999) del 
estudio, la prevalencia del grupo clonal ST131 fue del 1%, pero en el segundo período (2000-2011) 
emergió con fuerza hasta alcanzar una prevalencia del 6,2%. Las cepas ST131 representaban el 
42% de las productoras de BLEE y el 4% de las no BLEE. López-Cerero y colaboradores (2014) 
analizaron 1.077 cepas causantes de infecciones extraintestinales en Sevilla durante el año 2010 
y comprobaron que el 15% eran ST131, representando el 23% de las cepas productoras de BLEE 
y el 12% de las no BLEE. Johnson `JVSHIVYHKVYLZ (2011), estudiando 127 cepas (en su mayoría 
bacteriémicas) obtenidas durante el año 2007 en USA,  han encontrado que el clon ST131 supo-
nía el 17% de las cepas estudiadas y que englobaba el 51% de las cepas productoras de BLEE y 
el 35% de las no BLEE. Horner y colaboradores (2014) realizaron un amplio estudio multicéntrico 
en el Reino Unido en el que analizaron 770 cepas aisladas de hemocultivos entre 2010 y 2012. El 
17% de las cepas pertenecieron al grupo clonal ST131, representando el 62% de las productoras 
de BLEE y el 13% de las no BLEE. Por su parte, Adams-Sapper et al. (2013), trabajando con cepas 
bacteriémicas aisladas en USA entre 2007 y 2010, encontraron que el 26% eran ST131 y que dicho 
clon representaba el 72% de las productoras de BLEE y el 25% de las no BLEE.
Aunque el principal reservorio de las cepas ExPEC es la microbiota intestinal, existen muy pocos 
estudios que evalúan la colonización del intestino de personas sanas por el grupo clonal ST131 sin 
[LULYLUJ\LU[HZPZVUJLWHZWYVK\J[VYHZKL)3,,VYLZPZ[LU[LZHÅ\VYVX\PUVSVUHZ,U(\Z[YHSPH
se ha llevado a cabo estudios entre los años 2010 y 2011 donde han encontrado que el 1% de los 
niños sanos y el 4% de mujeres en edad fértil eran portadores de ST131 en el intestino (Kudniha 
et al. 2013, 2013 a). En Francia, concretamente en París, han evaluado la presencia del clon ST131 
en el año 2006 y en el año 2011 y han observado un aumento de prevalencia del 7% al 14% (Le-
ÅVU.\PIV\[et al. 2008; Nicolas-Chanoine et al. 2013). Otros estudios han evaluado la presencia de 
cepas productoras de BLEE pertenecientes al clon ST131 en las heces de personas sanas,  y se ha 
encontrado una prevalencia de 7% en China en el año 2009 (Li et al. 2011) y de 9,5% en Francia en 
2011 (Nicolas-Chanoine et al. 2013). Sin embargo, se ha encontrado una prevalencia mucho más 
baja en Holanda en un estudio realizado por Van Hoek y colaboradores (2015), donde solamente 6 
de 1033 personas analizadas eran portadoras de cepas ST131 productoras de BLEE.
La prevalencia del clon ST131 se dispara cuando las muestras analizadas provienen de personas 
de residencias de la tercera edad o en residencias de ancianos con cuidados sanitarios especiales. 
Blanco y colaboradores (2009) en un estudio realizado entre los años 2006 y 2008 observaron que 
el 50% de las cepas ST131 eran aisladas de pacientes del HULA ingresados en residencias de 
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ancianos. En Alemania, en un muestreo realizado en diferentes residencias de ancianos entre los 
años 2010 y 2011 han encontrado que el 44% de las cepas BLEE eran ST131 (Arvand et al. 2013). 
En Irlanda, las cepas ST131 productoras de BLEE han sido encontradas en el 55% de las personas 
muestreadas en una misma residencia de ancianos. En el Reino Unido encontraron una prevalencia 
de 40% en un muestreo realizado en 16 residencias en Belfast entre los años 2004 y 2006 (Dhanji 
et al. 2011a). Por todo, las personas mayores en residencias de ancianos pueden ser considerados 
como un reservorio importante para la diseminación de las cepas del clon ST131 productoras de 
BLEE.
Blanc et al. (2014) en colaboración con el LREC-USC analizamos para la presencia de cepas de 
E. coli productoras de BLEE las muestras fecales de 419 niños de 25 guarderías infantiles francesas 
en el año 2012. Un total de 27 (6,4%) de los niños eliminaban en sus heces cepas productoras de 
enzimas CTX-M: 37% CTX-M-15, 26% CTX-M-1, 22% CTX-M-14, 11% CTX-M-27 y 4% CTX-M-22. 
El 44% de las 27 cepas BLEE aisladas eran ST131 y el resto pertenecían a un amplísimo abanico 
de secuencias ST diferentes (ST28, ST38, ST56, ST101, ST127, ST350, ST602, ST742, ST744, 
ST1193, ST3841, ST3842, ST3843, ST3867). Ocho de las 12 cepas ST131 producían CTX-M-15, 3 
CTX-M-27 y una CTX-M-1.
La presencia de este clon en el tracto intestinal tanto de personas sanas como enfermas, hace 
que estas cepas se liberen al medio ambiente directamente o indirectamente. Las depuradoras re-
K\JLUZPNUPÄJH[P]HTLU[LSHWYLZLUJPHKLSHZJLWHZE. coli después del tratamiento al que someten 
las aguas residuales, sin embargo, parece ser que las cepas productoras de BLEE presentan una 
ventaja sobre otras cepas E. coli no productoras de BLEE (Galvin et al. 2010). Se han realizado va-
YPVZLZ[\KPVZX\LOHUW\LZ[VKLTHUPÄLZ[VSHWYLZLUJPHKLJLWHZKLE. coli ST131 tanto en aguas 
residuales urbanas como en agua de ríos. Concretamente el LREC-USC ha participado en el estu-
dio de Colomer-Lluch y colaboradores (2013) en el que evaluamos la presencia de cepas O25b:H4-
B2-ST131 en aguas residuales urbanas y de río en Barcelona en 2009 y 2010. En total recuperamos 
51 cepas ST131: 25 obtenidas de 9 de las 10 muestras de aguas residuales urbanas examinadas 
y 26 de 6 de las 6 muestras de agua del río Llobregat. No obstante, únicamente 6 (12%) de las 51 
cepas ST131 aisladas eran productoras de BLEE: 5 CTX-M-15 aisladas de 3 muestras de aguas 
residuales urbanas y una cepa CTX-M-1 procedente de agua de río. Al comparar los genes de 
]PY\SLUJPH`SVZWLYÄSLZKL7-.,?IH0 de las 51 cepas ST131 de aguas con 59 cepas O25b:H4-
B2-ST131 aisladas de muestras clínicas humanas en diferentes hospitales españoles observamos 
X\L[LUxHUZPTPSHYLZJVTIPUHJPVULZKLNLULZKL]PY\SLUJPH`WLYÄSLZKLTHJYVYYLZ[YPJJP}U+OHUQP`
colaboradores (2011) aislaron en el año 2010 un total de 20 cepas ST131 de muestras de aguas del 
río Támesis a su paso por Londres. Diez de las cepas eran productoras de CTX-M-14, pero ninguna 
producía CTX-M-15.  Dolejska y colaboradores (2011) detectaron cepas ST131 en 12 (27%) de 45 
muestras de aguas residuales depuradas en la ciudad de Brno (República de Checolovaquía) en 
los años 2008 y 2009. Diecisiete de las 19 cepas ST131 aisladas eran productoras de CTX-M-15.
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ST131 en animales de compañía
 3HWYPTLYHJLWH:;ZLPKLU[PÄJ}LU\UWLYYVJVU<;0LU7VY[\NHS`YLZ\S[}ZLYYLZPZ[LU[LHSHZ
Å\VYVX\PUVSVUHZ̀ WYVK\J[VYHKL*;?47VTIHet al. 2009). En un estudio donde se analizaron 
177 muestras de gatos, perros y caballos con ITUs, heridas infectadas y diarrea procedentes de 
8 países europeos (Alemania, Italia, Holanda, Francia, España, Dinamarca, Austria y Luxemburgo) 
encontraron una prevalencia de este clon en 5,6%. Todas las cepas ST131 eran productoras de 
CTX-M-15 salvo una que era productora de SHV-12; y estas cepas fueron muy parecidas a cepas 
ST131-CTX-M-15 de origen humano (Ewers et al. 2010), En Japón, aislaron cepas ST131 produc-
toras de CTX-M-27 de 12% de muestras procedentes de perros y gatos (Harada et al. 2012). La 
presencia de este clon en animales de compañía representa un alto riesgo de transmisión entre 
humanos y mascotas por su contacto estrecho. No obstante, es necesario realizar nuevos estudios 
para saber si las cepas aisladas en los animales de compañía pueden causar también infecciones 
en seres humanos, y conocer el sentido de la transmisión, ya que es probable que al menos algunas 
de las cepas ST131 que se aíslan de los perros y los gatos sean de procedencia humana.
ST131 en animales destinados a consumo
 Según nuestra información la primera cepa O25b:H4-ST131-BLEE aislada a nivel mundial la 
detectamos en una muestra fecal de una granja de pollos de Cataluña analizada el año 2003 y 
ZL[YH[HIHKL\UHJLWHWYVK\J[VYHKL*;?4 X\LWYLZLU[}\UKL PKLU[PKHKLUZ\WLYÄS
de PFGE-?IH0con tres cepas de origen clínico humanas O25b:H4-ST131-CTX-M-9 (Cortés et al. 
2010). Posteriormente, en los años 2008 y 2009,  aislamos cepas O25b:H4-ST131 productoras de 
CTX-M-9 y no productoras de BLEE tanto de aves enfermas como de carne de pollo (Mora et al. 
2010).  Algunas de las cepas  aviares O25b:H4-ST131-CTX-M-9 aisladas en este estudio resulta-
ron tener el mismo patrón de genes de virulencia que varias cepas clínicas humanas con las que 
presentaron también >90% de identidad en sus patrones de macrorrestricción. Por su parte, Vin-
cent y colaboradores (2010) aislaron una cepa O25:H4-ST131 no BLEE de una muestra de carne 
obtenida en Montreal en el año 2006 que también resulto ser similar a dos cepas clínicas humanas. 
7VYS[PTV:JOPUR`JVSHIVYHKVYLZPKLU[PÄJHYVU\UHJLWH:;WYVK\J[VYHKL*;?4
procedente de un cerdo con diarrea entre 1378 cepas E. coli de cerdos, aves y vacuno.
ST131 en fauna silvestre
;HTIPtUZLOHPKLU[PÄJHKVLSJSVU:;LUHUPTHSLZZPS]LZ[YLZ*VUJYL[HTLU[LLU9\ZPH/LY-
nández y colaboradores (2010), encontraron una cepa ST131 productora de BLEE entre 4 cepas 
BLEE detectadas entre 532 cepas de E. coli de gaviotas de Bering (3NSH\JLZJLUZ); en Portugal, 
Simoes y colaboradores (2010), aislaron 4 cepas ST1831 productoras de BLEE entre 45 muestras 
de gaviotas; y en Alemania, Guenther y colaboradores (2010), investigaron 220 cepas procedentes 
de ratas de alcantarilla (9UVY]LNPJ\ZLPKLU[PÄJHYVU\UHJLWH:;*;?4 
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Las cepas del grupo clonal ST131 se caracterizan por ser la causa de un amplio espectro de in-
fecciones nosocomiales y extrahospitalarias, por ser resistentes a numerosos antibióticos y por la 
presencia de numerosos genes de virulencia. Estas características contradicen la incompatibilidad 
de los genes de virulencia y los de resistencia a antibióticos observada en otros clones mayoritarios 
entre las cepas ExPEC. Estos genes de virulencia les permiten adherirse, evitar y subvertir los me-
canismos de defensa del hospedador además de adquirir los nutrientes necesarios para la bacteria. 
Se pueden repartir al menos en cinco grupos: adhesinas, toxinas, síntesis de capsula, sideróforos y 
YLZPZ[LUJPHHSZ\LYV:LOHUKLZJYP[VNLULZJVKPÄJHU[LZKLMHJ[VYLZKL]PY\SLUJPHJVT\ULZLU[YL
las cepas ExPEC ST131: iha y ÄT/ (adhesinas), sat (toxina), RWZ400 (capsula del grupo 2), M`\( y 
P\[( (sistema de adquisición de hierro), \ZWWYV[LxUHLZWLJxÄJH\YVWH[VNtUPJHtraT (resistencia al 
suero), VTW; (proteasa de la membrana externa) y malX (marcador de isla de patogenicidad) (Ro-
gers et al. 2011; Riley et al. 2014).
Existen varios estudios donde caracterizan los genes de virulencia presentes en este clon. Uno 
de ellos es el estudio realizado por Johnson y colaboradores (2010) en el que caracterizaron 127 
cepas ExPEC de USA, de las cuales el 17% pertenecían al clon ST131. Estas cepas se caracte-
rizaron por su multirresistencia y su alto contenido en genes de virulencia en comparación con el 
resto de las cepas no ST131 de dicho estudio. Es muy interesante destacar que las cepas ST131 
de este estudio, además de su alto contenido en genes de virulencia presentaban 5 genes de vi-
rulencia (\ZWVTW;P\[(ZH[ y malX) no presentes en las cepas no ST131. En un estudio reciente 
realizado en nuestro laboratorio (Mamani 2014) en el que se analizaró la presencia de 30 genes que 
JVKPÄJHUWHYHNLULZKL]PY\SLUJPH[xWPJVZKLJLWHZ,_7,*LU JLWHZWYVK\J[VYHZKL)3,,KL
Barcelona (2008), comprobamos que 11 genes de virulencia (WHW.000HMH-4  JUMZH[OS`(
RWZ4002RWZ4002[YH[;PIL(THS?`\ZWLZ[HIHUZPNUPÄJH[P]HTLU[LHZVJPHKVZJVUSHZJLWHZ
ST131 y que coincidían en parte con los resultados de Johnson y colaboradores (2010) (POHÄT/
ZH[HZ[(M`\(P\[(RWZ4002RWZ42\ZW[YH[;VTW;y malX). Resultados similares se han 
encontrado en otros estudios (Matsumura et al. 2012; Platell et al. 2011a; Blanco et al. 2009). De 
esta forma, podemos anotar que existen algunos genes presentes uniformemente en todos o casi 
todos estos estudios: ZH[ÄT/M`\(RWZ400uspTHS?POHVTW;P\J+P\[(y tratT. Estos genes 
KL]PY\SLUJPHW\LKLULZ[HYTmZPTWSPJHKVZLULSH\TLU[VKLSHJHWHJPKHKKL\UHJVSVUPaHJP}ULÄ-
ciente del hospedador que en la virulencia de estas cepas causando la infección.
Numerosos autores sugieren que no solo podría ser importante la presencia acumulativa de fac-
tores de virulencia, sino la presencia de determinados factores de virulencia especializados, debido 
a la función que desempeñen cada uno de ellos en la infección (Sannes et al. 2004; Moreno et al. 
2005; Moreno et al. 2006). En este sentido, recientemente Spurbeck y colaboradores (2012) y Vigil 
y colaboradores (2012) han señalado a otros genes de virulencia alternativos (]H[M`\(JO\(`MJ= 
y tosA) como indicadores del potencial de virulencia de las cepas que colonizan el tracto urinario y 
producen bacteriemia. Los genes ]H[M`\(JO\( y fcV se encontraron en proporciones 10 veces
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superiores en cepas de E. coli causantes de infecciones urinarias (UPEC) y meningitis (NMEC) que 
en cepas fecales comensales. El gen vatJVKPÄJHWHYH\UH[V_PUHZLYPUHWYV[LHZHH\[V[YHUZWVY[H-
dora, el M`\(  para un receptor de yersiniabactina, el JO\(para una proteína de unión a un grupo 
hemo; el gen yfcV WHYHSHZ\I\UPKHKTH`VYKL\UWVZPISLJOHWLYVUÄTIYPHS"`WVYZ\WHY[LLSNLU 
tosAJVKPÄJHWHYH\UH[V_PUH9;?,Z[VZNLULZW\LKLUQ\NHY\UWHWLSPTWVY[HU[LLUSHWH[VNtULZPZ
y el éxito expansivo de este grupo clonal. La combinación de multirresistencia y ciertos genes de 
virulencia son los factores que hacen que este clon sea uno de los más expandidos a nivel global 
(Pitout, 2012).
Blanco y colaboradores (2013), con el objetivo principal de analizar la diversidad de las cepas 
productoras de BLEE procedentes de diferentes hospitales, analizaron 1.021 cepas de E. coli pro-
ductoras de BLEE aisladas de pacientes internos y externos en Febrero y Marzo del 2006 en 44 
hospitales que participaron en el proyecto GEIH-BLEE-2006 y estaban distribuidos por todas las 
comunidades autónomas de España. Además, analizaron 52 cepas ST131 internacionales pertene-
cientes a 8 países que representan 3 continentes y forman parte de las colecciones de referencia 
de Nicolas-Chanoine y colaboradores (2008) y Johnson y colaboradores (2012a). Encontramos que 
un total de 195 cepas (19%) de las 1.021 pertenecían al grupo clonal O25b:ST131 y que estas ce-
pas estaban presentes casi en todas las comunidades autónomas, con especial prevalencia en las 
comunidades de Madrid y las Islas Canarias  (Figura 31). 
De las 195 cepas ST131 aisladas en el proyecto GEIH-BLEE-2006 (Blanco et al. 2013) se anali-
zaron 130 para la presencia de 40 genes de virulencia asociados a ExPEC, de los cuales 13 fueron 
detectados en la mayoría de ellas. Aunque los patrones de genes de virulencia fueron bastan-
[L OVTVNtULVZ LZ[HISLJPLYVU \U LZX\LTHKL JSHZPÄJHJP}UWVY ]PYV[PWVZKL SHZ JLWHZKLS JSVU
ST131, basándose en la presencia o ausencia de cuatro genes de virulencia. Estos genes son afa 
FM955459 HSLSVLZWLJxÄJVKLSHZJLWHZ6I!:;PYV5PIL( y sat (Tabla 11).
*VULZ[LZPZ[LTHKLJSHZPÄJHJP}UZLOHUWVKPKVYLWHY[PYKLSHZJLWHZ:;LUSVZ
virotipos. Un 22% correspondían al virotipo A, 31% al virotipo B, 32% al virotipo C y 13% al virotipo 
D. Las cepas pertenecientes a los diferentes virotipos presentaban diferentes patrones de resisten-
JPH:LVIZLY]}[HTIPtU\UHYLSHJP}ULU[YLSVZ]PYV[PWVZ`SVZWLYÄSLZKLYLZ[YPJJP}UWVY7-.,*PLU-
to dieciséis de las 130 cepas ST131 fueron distribuidas en 4 grandes JS\Z[LYZque correspondían a 
los 4 virotipos lo que sugiere la existencia de una base clonal para los virotipos que podrían repre-
sentar 4 subclones principales (Figura 32). Las 52 cepas internacionales se han repartido también 
en dichos JS\Z[LYZ, siendo el virotipo C el más diseminado a nivel mundial.
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Virotipo
Genes de virulencia
afaFM955459 iroN PIL( sat
A + - - +/-
B - + - +/-
C - - - +
D - +/- + +/-
Tabla 11
*SHZPÄJHJP}ULU]PYV[PWVZKLJLWHZ:;KLZHYYVSSHKHWVY)SHUJVet al.
Figura 31 
+PZ[YPI\JP}UKLJLWHZ:;6I!/LULSH|VLU,ZWH|H)SHUJVet al.
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Figura 32 
Dendrograma 
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Las técnicas de genotipado como MLST y PFGE son las más utilizadas para relacionar clonal-
mente las cepas. Con la PFGE se puede lograr una mayor resolución. Así, las cepas que poseen 
la misma ST y que no están relacionadas epidemiológicamente, suelen presentar diferentes pul-
sotipos. La PFGE es una herramienta de tipado molecular  especialmente útil en casos de brotes. 
Tenover y colaboradores (1995) han proporcionado una guía que facilita la interpretación de los 
KLUKYVNYHTHZYLZ\S[HU[LZKL7-.,WVUPLUKV\UW\U[VKLJVY[LKLZPTPSP[\KWHYHJVUZPKLYHY
que las cepas pertenecen al mismoJS\Z[LY Las cepas del mismo clon se pueden repartir en diferen-
tes pulsotipos. MLST y PFGE son técnicas complementarias entre ellas para la determinación de un 
clon y la variabilidad dentro de ese clon. No obstante, se han encontrado pulsotipos similares entre 
JLWHZ:;HPZSHKHZLUmYLHZNLVNYmÄJHZKPZ[HU[LZ`W\SZV[PWVZKP]LYNLU[LZLU[YLJLWHZHPZSHKHZ
LUmYLHZNLVNYmÄJHZYLSHJPVUHKHZ5PJVSHZ*OHUVPULet al. 2008).
<ULZ[\KPVX\LOHHUHSPaHKV\UHHTWSPHJVSLJJP}UKLJLWHZ:;KLKPMLYLU[LZWHxZLZPKLU[PÄ-
caron 15 pulsotipos diferentes, aunque casi la mitad de las cepas pertenecían a cuatro pulsotipos 
(Peirano et al. 2014). Cepas con pulsotipos diferentes se pueden aislar de la misma localidad (Gi-
breel et al. 2012; Peirano et al. 2014). Johnson y colaboradores (2012b) han estudiado más de 500 
cepas ST131 entre 1960 y 2010 de origen humano, animal y del medio ambiente, y han demostrado 
que las cepas ST131 son muy divergentes cuando se analizan por PFGE. Además, han demostra-
do también que un cierto número de pulsotipos estrechamente relacionados son predominantes a 
nivel mundial y que aparecieron en los últimos 10 años. Esta diversidad de pulsotipos, genes de vi-
Y\SLUJPH̀ WLYÄSLZKLYLZPZ[LUJPHZ\NPLYLX\LSHZJLWHZ:;ZVUOL[LYVNtULHZ̀ X\LZLN\YHTLU[L
algunas están mejor adaptados y son más exitosos que otras (Woodford et al. 2011). El hecho de 
que este clon este diseminado mundialmente, le permite la adquisición de plásmidos con genes de 
YLZPZ[LUJPHLUKtTPJVZLUSHZmYLHZNLVNYmÄJHZKVUKLLZ[mWYLZLU[L>VVKMVYKet al. 2009).
Todas las cepas del clon ST131 se caracterizan por ser positivas para el gen ÄT/ (como la ma-
yoría de las cepas E. coli,Z[LNLUJVKPÄJHWHYHSHHKOLZPUH-PT/SVJHSPaHKHLULSL_[YLTVKLSH
ÄTIYPH[PWV:LJHYHJ[LYPaHWVY\UHNYHUKP]LYZPKHKHStSPJH;HY[VM`JVSHIVYHKVYLZOPJPLYVU
alusión al poder discriminatorio de este gen que puede ser utilizado como una prueba fácil y eco-
nómica para establecer cierta relación entre las cepas uropatogénicas. Weissman y colaboradores 
KLZJYPIPLYVU\ULZX\LTHKL[PWPÄJHJP}UT\`[PSWHYH PKLU[PÄJHYZ\IJSVULZKLU[YVKL SVZ
grupos clonales de cepas ExPEC, basado en el tipado de la región ÄT/ (ÄT/TR) secuenciando un 
fragmento interno de este gen y también de un fragmento del genM\T* utilizado en MLST. John-
son y colaboradores (2013) utilizaron este método para el tipado de cepas del grupo clonal ST131 
OPZ[}YPJHZ`YLJPLU[LZHPZSHKHZLU<:( KLKPMLYLU[LZmYLHZNLVNYmÄJHZ`KLKPMLYLU[LZ
VYxNLULZPKLU[PÄJHYVUHSLSVZÄT/ (H15, H22, H27, H30, H35, H41 y H94), siendo ÄT/30, ÄT/22, 
ÄT/41 y ÄT/35 los más prevalentes. Durante el primer período (1967-1999) encontraron solamen-
[LJLWHZ:;Z\ZJLW[PISLZH SHZX\PUVSVUHZÅ\VYHKHZ`LU[YLKPJOHZJLWHZWYLKVTPUHIHU SVZ
subclones H22 y H3HZJLWHZ:;YLZPZ[LU[LZHSHZX\PUVSVUHZÅ\VYHKHZHWHYLJPLYVUK\YHU[L
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el período 2000-2005 y se asociaron casi exclusivamente con el subclón H30 englobando el 70% 
de estas cepas. Dieciocho de las 19 cepas del subclón H41 eran susceptibles a las quinolonas 
Å\VYHKHZ`M\LYVUHPZSHKHZLU[YLSVZH|VZ`(Figura 33).
Figura 33
+PZ[YPI\JP}UKLJLWHZZ\ZJLW[PISLZHSHÅ\VYVX\PUVSVUHZ-8:LU]LYKL`YLZPZ[LU[LZ-89LUYVQVLU[YLSVZZPL[LZ\I-
clones ÄT/KL[LJ[HKVZLUJLWHZ:;WVY1VOUZVUet al.
Johnson y colaboradores (2013) también realizaron el clonotipado de 853 cepas causantes de 
infecciones extraintestinales y aisladas en los años 2010 y 2011 en cinco hospitales de USA, com-
probando que  el subclón H30 de ST131 era el más prevalente (10%) seguido a distancia por las 
cepas de las secuencias tipo ST95, ST69, ST127 y ST73. Además el subclón H30 dominaba entre 
SHZJLWHZYLZPZ[LU[LZHSHZÅ\VYVX\PUVSVUHZ`SHZYLZPZ[LU[LZHV[YVZT\JOVZHU[PTPJYVIPHUVZ
(Figura 34).
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Figura 34
7YL]HSLUJPHKLJLWHZKLSZ\IJS}UHKL:;`V[YVZZ\IJSVULZLU[YLJLWHZJH\ZHU[LZKLPUMLJJPVULZL_[YHPU[LZ[PUH-
SLZ`HPZSHKHZLUJPUJVOVZWP[HSLZKL<:(LUSVZH|VZ`1VOUZVUet al.(47HTWPJPSPUH"(:HTWPJPSPUH
Z\SIHJ[HT"*07JPWYVÅV_HJPUH"*AJLMHaVSPUH".4NLU[HTPJPUH"50;UP[YVM\YHU[VPUH"7;AWPWLYHJPSPUH[HaVIHJ[HT";,;
[L[YHJPJSPUH";:[YPTL[VWYPTZ\SMHTL[V_HaVS5VZLLUJVU[Y}UPUN\UHYLZPZ[LUJPHHSPTPWLULT4+9T\S[PYYLZPZ[LUJPHV
JSHZLZZLWHYHUKVSHZWLUPJPSPUHKLSHZJLMHSVZWVYPUHZ
Price y colaboradores (2013) han analizado inicialmente 524 cepas ST131 aisladas entre 1967 y 
KLKPMLYLU[LZmYLHZNLVNYmÄJHZ\[PSPaHUKV7-.,`OHULUJVU[YHKVX\LLSSPUHQLÄT/30 perte-
necía a diferentes clusters independientemente si las cepas incluidas en cada JS\Z[LYeran resisten-
[LZVUVHSHZÅ\VYVX\PUVSVUHZVJVU[PLUxHUVUVSHLUaPTH*;?4SVX\LZ\NPLYLX\LSHHKX\P-
ZPJP}UKLSHYLZPZ[LUJPHHSHZÅ\VYVX\PUVSVUHZ`SVZNLULZJVKPÄJHU[LZKLSHZLUaPTHZ*;?4OH
ocurrido de manera horizontal durante un largo periodo de tiempo. Sin embargo, cuando se analizó 
el genoma completo de las 105 cepas con pulsotipos diferentes en PFGE, y combinado con el aná-
SPZPZKLSWVSPTVYÄZTVKL\UZVSVU\JSL}[PKV:57:PUNSL5\JSLV[PKL7VS`TVYWOPZTWHYHYLJVUZ[Y\PY
SHÄSVNLUPHKLSHZJLWHZ:;LUJVU[YHYVUX\LSHZJLWHZÄT/YLZPZ[LU[LZHÅ\VYVX\PUVSVUHZ
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)3,,ULNH[P]HZ`SHZYLZPZ[LU[LZHÅ\VYVX\PUVSVUHZWYVK\J[VYHZKL*;?4MVYTHIHUJS\Z[LYZ
KPMLYLU[LZ+L[HSMVYTHX\LSHZJLWHZYLZPZ[LU[LZHÅV\VYVX\PUVSVUHZJVU*;?4MVYTHU\U
JS\Z[LYIPLUKLÄUPKVKLU[YVKLSJS\Z[LYKLSHZJLWHZYLZPZ[LU[LZHÅ\VYVX\PUVSVUHZUVWYVK\J[V-
ras de BLEE (Figura 35),Z[LHUmSPZPZÄSVNLUt[PJV PUKPJHX\LLSJSVU:;ÄT/30 comprende 
Z\IJSVULZX\LKLYP]HUKLSTPZTVHUJLZ[YVZLUZPISLH SHZÅ\VYVX\PUVSVUHZ)HULYQLL`1VOUZVU
2014). Price y colaboradores (2013) han nombrado estos subclones como H30-R (incluye las ce-
WHZYLZPZ[LU[LZHÅ\VYVX\PUVSVUHZ`H9_LUNSVIHSHZJLWHZYLZPZ[LU[LZHÅ\VYVX\PUVSVUHZ`
productoras de CTX-M-15). Esta estructura clonal da lugar a una sucesión de resistencias antimi-
crobianas entre linajes asociados al clon ÄT/KLZKLSVZTmZZ\JLW[PISLZHSHZÅ\VYVX\PUVSVUHZ
HSVZYLZPZ[LU[LZHLZ[HZ`ÄUHSTLU[LSHZYLZPZ[LU[LZHÅ\VYVX\PUVSHZ`WYVK\J[VYHZKL*;?4
(Figura 36). La secuenciación del genoma completo y el análisis de SNP indican que la expansión 
del linaje ST131 ÄT/30 a nivel mundial es el vehículo más importante para el aumento y la expan-
ZP}UKLSJSVU:;YLZPZ[LU[LHSHZÅ\VYVX\PUVSVUHZ`WYVK\J[VYLZKL*;?4LU[YLSHZJLWHZ
ExPEC (Petty et al. 2014).
El linaje ÄT/30 apareció por primera vez a principios de la década del 2000 convirtiéndose en el 
TmZWYLKVTPUHU[LHÄUHSLZKLLZHKtJHKHZLN\PKVWVY\UHYmWPKHL_WHUZP}U3HTH`VYxHKLSHZ
cepas ÄT/30 están estrechamente relacionadas genéticamente entre si sugiriendo que se origi-
naron a partir del mismo ancestro portador del mismo alelo (Price et al., 2013). Parece ser que la 
KYHTm[PJHLTLYNLUJPHNSVIHSKLSHZJLWHZ:;YLZPZ[LU[LZHÅ\VYVX\PUVSVUHZOHZPKVPTW\SZHKH
por la expansión y diseminación de este subclón ÄT/30  (Figura 37) (Mathers et al. 2015).
Existe una relación muy estrecha entre el subclón H30-Rx y la enzima CTX-M-15. Sin embar-
go, no todas las cepas ST131 productoras de CTX-M-15 pertenecen al subclón H30-Rx (Colpan 
et al. 2013; Banerjee et al. 2013b) y también se han detectado cepas H30-Rx no productoras de 
CTX-M-15.
)SHUJV`JVSHIVYHKVYLZ KLZHYYVSSHYVU\UH[YPWSL7*9X\LWLYTP[LSHKL[LJJP}ULZWLJxÄJH
y rápida de cepas O25b del grupo clonal ST131. El serotipo O25b:H4 es el más predominante en 
este clon, sin embargo, se han descrito recientemente otros serotipos relacionados con este clon: 
O16:H5 y ONT:H4 en USA, Europa, Japón y Australia (Blanc et al. 2014; Johnson et al. 2014; Ole-
sen et al. 2013; Matsumura et al. 2012a). Se ha detectado también el serogrupo O157 en una cepa 
ST131 en Australia (Patell et al. 2011) y recientemente se ha descrito una cepa aviar del serogrupo 
O142 con la secuencia tipo ST131 (Wang et al. 2015). Johnson y colaboradores (2009) han desarro-
SSHKV\UH7*9LZWLJxÄJHKL:57ZKLSVZNLULZgyrB y mdh que detecta todas las cepas del grupo 
clonal ST131, tanto las del serotipo O25b:H4 coma las de los otros serotipos y serogrupos.
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Figura 35
,SHUmSPZPZKLSNLUVTH`:57ZKLJLWHZ:;T\LZ[YHSHYLSHJP}ULU[YLSHZJLWHZÄT/ÄT/9`ÄT/9_
(Price et al.
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Figura 36
7VZPISLZMHJ[VYLZX\LOHUJVU[YPI\PKVH SHL]VS\-
ción de cepas E. coli:;KLSZ\IJS}UÄT/
ZLUZPISLZHSHZÅ\VYVX\PUVSVUHZHSZ\IJSVUÄT/
9_ YLZPZ[LU[LZ H Å\VYVX\PUVSVUHZ JVUTmZ JVU-
[LUPKV KL MHJ[VYLZ KL ]PY\SLUJPH ` HKX\PYPLUKV SH
LUaPTH*;?44H[OLYZet al.
Figura 37
5TLYVKLJLWHZKLE. coli:;`KLSVZZ\JSVULZ H9` H9_LU[YLHPZSHKVZKLOLTVJ\S[P]VZLUSHYLNPVUKL
*HSNHY`*HUHKmKLSH|VH4H[OLYZet al.
70
Existen pocos estudios realizados hasta el momento que caracterizan y comparan las cepas 
O16:H5 ST131 con las cepas O25b:H4 ST131, de estos estudios se concluye que las cepas O16:H5 
MVYTHUWLYÄSLZKL7-.,IPLUKLÄUPKVZ`ZLWHYHKVZKLSHZJLWHZ6I!/Z\LSLUZLYWYVK\J[VYHZ
de CTX-M-14 y siempre presentan el alelo ÄT/41. Aunque, las cepas O16:H5 y las O25b:H4 pre-
sentan la misma ST del esquema de Achtman, sin embargo, pertenecen a STs diferentes si aplica-
mos el esquema del Instituto Pasteur (Johnson et al. 2014; Peirano et al. 2014; Banerjee y Johnson, 
2014; Matsumura et al. 2014; Rogers et al. 2015). El subclon ÄT/41 está relacionado con resisten-
JPHZH[YPTL[VWYPTZ\SMHTL[V_HaVS`NLU[HTPJPUH`NLULYHSTLU[LZVUZLUZPISLZHÅ\VYVX\PUVSVUHZ
y también pueden ser no productoras de BLEE. 
Se han desarrollado PCRs para la detección rápida y fácil del alelo ÄT/30 de las cepas ST131 
O25b (Colpan et al. 2013) y del alelo ÄT/41 combinada con la detección del YMI O16 de las cepas 
ST131 O16 (Johnson et al. 2014).
Existe un orden de aparición de los subclones en la estructura poblacional del clon ST131, que 
se deduce tras analizar los genomas completos de cepas ST131 pertenecientes a los diferentes 
subclones. Las primeras cepas ST131 HLYHUZ\ZJLW[PISLZHSHZX\PUVSVUHZÅ\VYHKHZKLZW\tZ
emergieron las cepas H9YLZPZ[LU[LZHSHZX\PUVSVUHZÅ\VYHKHZ`WVYS[PTVSHZ H30-Rx resis-
[LU[LZHSHZX\PUVSVUHZÅ\VYHKHZ`WYVK\J[VYHZKL*;?43HZJLWHZ/ZLZLWHYHUKLSVZ
subclones H30, H22, H35 y otros en una fase anterior y forman una rama independiente con el alelo 
ÄT/41 (Figura 38) (Mathers et al. 2015).
Figura 38
Estructura poblacional de E. 
coli:;!Z\IJS}UÄT/
`V[YVZJ\IJSVULZ
 -89 YLZPZ[LU[LZ H Å\VYV-
X\PUVSVUHZ-8:ZLUZPISLZ
H Å\VYVX\PUVSVUHZ 4H[OLYZ
et al.
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*HYIHWLULTHZHZ
El desarrollo de resistencias frente a carbapenemas es preocupante (Pitout, 2012). Las enzimas 
tipo NDM y OXA-48 son las carbapenemasas más prevalentes entre cepas de E. coli productoras de 
BLEE tanto en infecciones nosocomiales como comunitarias, mientras, las del tipo VIM, IPM y KPC 
ʹSHJ[HTHZHZZVUWVJVJVT\ULZLU[YLSHZJLWHZ)3,,5VYKHTHUU`7VPYLS3HZPUMLJJPV-
nes suelen aparecer en personas que han realizado recientemente un viaje algunas regiones donde 
las carbapenemasas son endémicas como África del norte y Turquía donde la enzima OXA-48 es 
muy prevalente. La aparición de estas resistencias en cepas del clon ST131 es muy preocupante 
debido a la gran expansión y prevalencia a nivel mundial, especialmente de cepas pertenecientes 
al subclón éxitoso ÄT/30 (Mathers et al. 2015). Las primeras cepas ST131 productoras de enzimas 
carbapemenesas aparecieron en Chicago y París en el año 2010 (Bonnin et al. 2012; Peirano et al. 
2011). Ambos pacientes habían visitado recientemente la Índia. 
Peirano y colaboradores (2014b) recientemente han publicado un interesante estudio en el que 
caracterizaron 116 cepas productoras de carbapenemasas aisladas en 16 países durante el pe-
ríodo 2008-2013. Cuarenta y una (35%) de las 116 cepas pertenecían al grupo clonal ST131. Las 
cepas ST131 productoras de carbapenemasas procedían de 16 países de 5 continentes: Filipinas, 
India, China, Thailandia, Vietnam, Argentina, Colombia, Ecuador, Panamá, Puerto Rico, USA, Jor-
dania, Marruecos, Emiratos Arabes Unidos, Turquía e Italia. La mayoría de las cepas ST131 eran 
ISHKPC (58%), ISHOXA-48-like (32%), ISHNDM-1 (7%), y ISHIMP-14 (2%). La secuenciación de los alelos ÄT/ 
de las cepas permitió establecer los siguientes subclones entre las cepas ST131 productoras de 
carbapenemasas: H30 (58%), H41 (7%), H54 (7%), H22 (5%), H27 (5%), H191 (5%), H24 (2%), H32 
(2%), H65 (2%), H434 (2%) y H435 (2%). De las 24 cepas del subclón H30, 5 pertenecían al subclón 
H30-Rx y 19 al subclón H30-R. En otro interesante estudio, O´Hara y colaboradores (2014) caracte-
rizaron 20 cepas productoras de KPC aisladas en USA entre los años 2008 y 2012, comprobando 
que 12 (60%) eran ST131. Las 12 cepas pertenecían al subclón H30. 
En España, Tórtola y colaboradores (2005) detectaron una cepa de E. coli VIM-1 en el año 2003 
en el Hospital Vall d´Hebron de Barcelona. Miró y colaboradores (2013) examinaron en el año 2009 
cepas procedentes de 35 hospitales españoles y únicamente detectaron una cepa de E. coli que 
también era positiva para VIM-1. Oteo y colaboradores (PKLU[PÄJHYVUJLWHZ6?(`
VIM) aisladas en el año 2012 en hospitales españoles. Las 3 cepas productoras de VIM-1 pertene-
cían a las secuencias tipo ST10, ST226 y ST1152, mientras que la cepa productora de OXA-48 era 
ST131. También en el año 2012 eran detectadas en el Hospital Universitario Central de Asturias 3 
cepas de las secuencias tipo ST58, ST83 y ST131 que llevaban el gen blaOXA-48 (Fernández et al. 
2014). En un estudio reciente, Oteo y colaboradores (2015) en España, en un estudio multicéntrico 
prospectivo realizado en 83 hospitales, han encontrado 27 cepas E. coli productoras de carbape-
nemasas. Estas cepas se han repartido en 16 STs diferentes siendo ST131 (7 cepas) y ST156 (3 
cepas) las más prevalentes. 
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La prevalencia y la epidemiología de ECBLEE estan cambiando rápidamente. En los últimos 
años, la producción de enzimas BLEE en E. coliZLOHPUJYLTLU[HKVZPNUPÄJH[P]HTLU[LKLIPKVLZ-
pecialmente a la expansión de las cepas CTX-M (Canton y Coque 2006; Lahlaoui et al. 2014). La 
pandemia actual es debida en gran medida a clones exitosos de alto riesgo, entre los que destaca 
el grupo clonal ST131 asociado a la producción de CTX-M-15 (Coque et al. 2008; Nicolas-Chanoine 
et al. 2008).
:LOHUPKLU[PÄJHKV]HYPHU[LZSPUHQLZZ\IJSVULZKLSNY\WVJSVUHS:;LUIHZLHSJVU[LUPKVKL
NLULZKL]PY\SLUJPH]PYV[PWVZ()*+WLYÄSLZKL7-.,W\SZV[PWVZJVTVLS` 
patrones de resistencia a antibióticos, diversidad de alelos ÄT/ (subclones como H22, H30 y H41), 
ZLJ\LUJPHJP}UKLSNLUVTHJVTWSL[V`HUmSPZPZKL:57ZPKLU[PÄJHJP}UKLSZ\IJS}UH30-Rx) y dife-
rentes secuencias tipo del esquema de MLST del Instituto Pasteur (como PST43, PST9 y PST506). 
Aunque, la mayoría de las cepas ST131 pertenecen al serotipo O25b:H4, recientemente se han 
PKLU[PÄJHKVJLWHZKLSVZZLYVNY\WVZ66`6`JLWHZ6UV[PWHISLZ65;)SHUJVet 
al. 2013; Johnson et al. 2012a; Johnson et al. 2013; Johnson et al. 2014; Matsumura et al. 2012a, 
Pirano et al. 2014).
En un estudio previo (Blanco et al. 2009) realizado con cepas de E. coli productoras de enzi-
mas BLEE aisladas de pacientes con infecciones extraintestinales del Complexo Hospitalario Xe-
ral-Calde de Lugo observamos que las enzimas más frecuentemente producidas eran CTX-M-14 
y CTX-M-15, y que casi todas las cepas CTX-M-15 pertenecían al grupo clonal emergente ST131. 
En dicho estudio se observó que las cepas productoras de CTX-M-14 pertenecían a un amplísimo 
HIHUPJVKLZLYV[PWVZKPMLYLU[LZ`X\LWYLZLU[HIHUWLYÄSLZKL7-.,T\`KP]LYZVZ,UJVU[YHZ[L
todas las cepas ST131 eran del serotipo O25b:H4, presentaban un patrón de genes de virulencia 
casi idéntico perteneciendo al virotipo A, y se englobaban en un JS\Z[LY de PFGE con >85% de 
identidad. En este estudio desarrollamos una PCR múltiple para detectar las cepas del grupo clonal 
:;KLSZLYV[PWV6I!/X\LLTWSLHTVZWHYHPKLU[PÄJHYSHZJLWHZKLKPJOVJS}ULU[YLJLWHZ
ECBLEE aisladas en otros 44 hospitales españoles (Blanco et al. 2013). Estos estudios pusieron
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KLTHUPÄLZ[VX\L SHZJLWHZKLSNY\WVJSVUHS:;6I!/LZ[HIHUHTWSPHTLU[LL_WHUKPKHZ
LU[VKVZSVZOVZWP[HSLZ`WLYTP[PLYVUPKLU[PÄJHYKPMLYLU[LZ]PYV[PWVZ()*`+5VVIZ[HU[LSH
PCR múltiple que empleamos no permitía detectar todas las cepas del grupo clonal ST131 ya que 
LZ[HIHKPYPNPKHLZWLJxÄJHTLU[LWHYHPKLU[PÄJHYSHZX\LWYLZLU[HIHULSHU[xNLUV6I
El éxito de las cepas del grupo clonal ST131 se podría explicar por la adquisición de genes de 
]PY\SLUJPH`KLYLZPZ[LUJPHHHU[PIP}[PJVZMLU}TLUVT\`YHYHTLU[LVIZLY]HKVKLU[YVKLSNY\WVÄ-
logénico B2), por la enorme diversidad genética que presentan, y por su capacidad de colonización 
a nivel intestinal, lo que implicaría la existencia de numerosos portadores asintomáticos (Banerjee 
y Johson, 2014; Mathers et al. 2015 y 2015a; Nicolas-Chanoine et al. 2014). Sin embargo, se des-
conoce si todas las variantes/linajes/subclones de este grupo clonal emergente poseen el mismo 
grado de virulencia y de capacidad de diseminación.
Por todo lo comentado anteriormente, se realizaron los tres estudios que comprenden la presente 
Tesis Doctoral, y cuyos objetivos son los siguientes:
HS\HYSHWYL]HSLUJPHYLHSKLSNY\WVJSVUHS:;PKLU[PÄJHUKV[VKHZZ\Z]HYPHU[LZ[,࠮
conocidas. 
;:HYHJ[LYPaHY`JVTWHYHYSHZKPMLYLU[LZ]HYPHU[LZSPUHQLZZ\IJSVULZKLSNY\WVJSVUHS*࠮
KL[LYTPUHUKVZ\ZZLYV[PWVZ6!/NLULZKL]PY\SLUJPHWLYÄSLZKL7-.,ZLJ\LUJPHZ[PWVKLS
esquema del Instituto Pasteur, alelos ÄT/ y sus resistencias. 
/Z[\KPHYSH]PY\SLUJPH in vivo de las cepas ST131 pertenecientes a los diferentes variantes,࠮
linajes/subclones empleando un modelo de sepsis murino.
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3.Materiales y métodos
3.1Cepas control y conservación de las cepas
En todos los ensayos  fenotípicos y genotípicos se emplearon cepas control positivas y negativas 
de la colección del LREC-USC.
Todas las cepas ExPEC incluidas en los tres estudios y las cepas control se conservaron en agar 
nutritivo con 0,75% (p/v) de agar a temperatura ambiente. En este medio, las cepas mantienen 
su viabilidad sin necesidad de resiembra al menos durante 5 años. Para preparar este medio de 
conservación se mezclan agar nutritivo 11,5 g/l y caldo nutritivo 4 g/l. 
3.2Obtención de las cepas clínicas de E. coli
Estudio I
Emergencia de nuevas variantes del grupo clonal ST131 entre cepas de E. coli productoras de 
ʹSHJ[HTHZHZKLLZWLJ[YVL_[LUKPKV,*)3,,JH\ZHU[LZKLPUMLJJPVULZL_[YHPU[LZ[PUHSLZ
 
Se llevó a cabo un estudio prospectivo entre Enero y Abril del año 2012 en el Hospital Universita-
rio Lucus Augusti (HULA). Se caracterizaron 77 cepas de ECBLEE aisladas de otros tantos pacien-
tes. La mayoría procedían de ITUs (69 cepas) y únicamente cuatro de sepsis y otras cuatro de otro 
tipo de infecciones.
Estudio II
Epidemiología molecular del subclón H41 de E. coli O16:H5-ST131: comparación con los sub-
clones H30 y H30-Rx de O25b:H4-ST131. 
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Los 2.995 aislados de E. coli analizados en este estudio procedían de cinco hospitales de diferen-
tes regiones (Lugo, Barcelona, Santander, Madrid y Sevilla) y fueron obtenidas entre los años 2005 y 
2012. Únicamente fue incluido en el estudio un aislado por paciente con infección urinaria, sepsis u 
otra infección extraintestinal. En algunos muestreos se incluyeron únicamente aislados de ECBLEE 
y en otros todos los aislados de E. coli independientemente de que fuesen resistentes o sensibles 
a los antibióticos. Entre los aislados analizados también se incluyeron los 77 del estudio anterior.
Estudio III
Virulencia en un modelo de sepsis murino de cepas de E. coli ST131 O16:H5 y O25b:H4 perte-
necientes a diferentes virotipos y subclones. 
Se seleccionaron un total de 36 cepas de E. coli del grupo clonal ST131 aisladas de pacientes 
con infecciones extraintestinales en diferentes hospitales españoles entre los años 2005 y 2012. La 
selección se realizó entre más de 700 cepas ST131 siguiendo como criterio que estuviesen repre-
sentados los virotipos A, B, C1, C2, C3, D1, D2, D3, D4, D5, E, F y G, los subclones  H22, H30 y 
H41, y los serotipos O25b:H4 y O16:H5.
3.3Estudio genotípico de las cepas ExPEC
3.3.1 PCR
La detección de los genes de virulencia se realizó mediante PCR convencional, para cada prue-
IHKL7*9ZL\[PSPaHYVUJLIHKVYLZ`JVU[YVSLZWVZP[P]VZ`ULNH[P]VZLZWLJxÄJVZWHYHSVZNLULZH
estudiar.
Extracción del ADN
Todas las PCRs se realizaron a partir de cultivos puros.
LTIYHYSHJLWHWYVISLTHLUTLKPV;:(HNHYKL[YPW[VUHKLZVQH6_VPKLPUJ\IHYH:࠮
ºC/18 h.
-9LJVNLYLSJYLJPTPLU[VLX\P]HSLU[LH\UHVKVZJVSVUPHZ`Z\ZWLUKLYLUɤSKLHN\HIP࠮
destilada estéril contenidos en un tubo eppendorf.
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*¢HSLU[HYSHZ\ZWLUZP}U*࠮TPU\[VZ
LU[YPM\NHYSHZ\ZWLUZP}UJHSLU[HKHYWTTPU*࠮
LSZVIYLUHKHU[LZL[VTHU+࠮ɤSWHYHSHWY\LIH
Preparación de la mezcla de reacción
3HTLaJSHKLYLHJJP}UZLWYLWHYHWHYH\U]VS\TLUÄUHSKLɤSWVYJHKHT\LZ[YH`JVU[PLUL!
S(+5L_[YHxKVKLSHT\LZ[YHWYVISLTH,࠮ɤS
LIHKVYLZ*࠮ɤ4
4HZ[LYTP_JVSVYLHKV࠮?4`;HX;49LK9LHJ[PVU)\ɈLY)PVSPULɤSX\LJVU[PLUL! SVZ
cuatro nucleótidos (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), Tris HCI 10 mM (pH 8,8), CIK 50 mM y Cl2Mg 
1,5 mM.
UH\UPKHKKLWVSPTLYHZH4`;HXTM+5(WVS`TLYHZL)PVSPULɤS>࠮
N\HIPKLZ[PSHKHLZ[tYPSOHZ[HJVTWSL[HYSVZɤSKLS]VS\TLUÄUHS)࠮
(TWSPÄJHJP}U
3H HTWSPÄJHJP}U ZL SSL]} H JHIV LU \U [LYTVJPJSHKVY TVKLSV  ;OLYTHS *`JSLY (WWSPLK
Biosystems). Las mezclas de reacción fueron sometidas a:
UJPJSVKLKLZUH[\YHSPaHJP}UPUPJPHS ¢*TPU>࠮
LN\PKVKL:࠮JPJSVZKL ¢*TPUKLZUH[\YHSPaHJP}U;¢*KLOPIYPKHJP}UKLSJLIHKVY
seg y 72ºC/2 min (polimerización).
UJPJSVKLWVSPTLYPaHJP}UÄUHS>࠮¢*TPU
Revelado de los resultados de la PCR
3VZWYVK\J[VZHTWSPÄJHKVZLUSHZWY\LIHZKL7*9ZL]PZ\HSPaHYVUTLKPHU[LLSLJ[YVMVYLZPZLUNLS
de agarosa (Seakem® LE agarose, Lonza) al 2% en tampón TBE (89 mM Tris, 89 mM ácido bórico, 
T4,+;(JHYNHUKVLUJHKHWVJPSSVɤSKLT\LZ[YH,U[VKHZSHZ7*9ZZLPUJS\`LYVUJLWHZ
control positivas y negativas. La electoforesis se realizó con fuentes y cubetas de electroforesis de 
Bio-Rad. El voltaje aplicado a los geles fue de 130 V durante 20 a 40 min dependiendo del tamaño 
KLSNLS3VZNLSLZKLHNHYVZHZL[P|LYVULU\UIH|HJVUIYVT\YVKLL[PKPVɤSTS4LYJR`ZL
observaron bajo luz ultravioleta (transiluminador modelo 2010 Mecrovue, LKB).
Cebadores
Los cebadores usados en las pruebas de PCR, sus secuencias nucleotídica y el tamaño del pro-
K\J[VHTWSPÄJHKVKLWHYLZKLIHZLZZLPUKPJHULUSHZTablas 12 y 13.
3HPKLU[PÄJHJP}UKLSVZNY\WVZÄSVNLUt[PJVZ())`+KLE. coli se realizó por PCR siguiendo 
el método descrito por Clermont y colaboradores (2000) Tabla 14 y Tabla 15.
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Nombre 
del gen Primers
Secuencia 
nuecleotídica 
(5´-3´)
Tamaño 
(pb)
Tª de 
hibridación 
ºC
Referencias
ÄT/
ÄT/ f TGCAGAACGGATAAGCCGTGG
508 66 Johnson y Stell, 2000
ÄT/ r GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA
ÄT(]4;
ÄT( TCTGGCTGATACTACACC
266 52
Marc y Dho -Moulin, 
1996ÄT( ACTTTAGGATGAGTACTG
-WHW(
Ff GGCAGTGGTGTCTTTTGGTG
312 56 Johnson et al. 2000
F10r CTCCTCATTATGACCGAAACCCT
WHW,-
7HW,- f GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT
336 64 Yamamoto et al. 1995
7HW,- r AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA
WHW.0
Pap-I f TTAGCTGGATGGCACAATG
335 54 Mora et al. 2013
Pap-I r TTGTCCATGTATCCCATTCAT
WHW.00
Pap-II f GGGCATTGCTACGGTAACCTG
545 54 Mora et al. 2013
Pap-II r CGCTATTAATAGACAGATCACC
WHW.000
Pap-III f CGGCAACTTTAAGCTATGTG
720 56 Mora et al. 2013
Pap-III r TGTACCATCTCATCGTTGTCTC
WHW.0=
Pap-IV-f TCCGAGAAGTACCCAAACCAC
493 58
LREC 
(sin publicar)Pap-IV-r GTCACAATAAATGGTAACAGCT
ZMHMVJ+,
sfa1 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC
410 64
Le Bouguenec et al. 
1992sfa2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA
HMHKYH)*
afa1 GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC
750 58
Le Bouguenec et al. 
1992afa2 CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG
afa 
FM955459
Afa-O25F GAGTCACGGCAGTCGCGGCGG
207 55 Blanco et al. 2009
Afa-O25R TTCACCGGCGACCAGCCATCTCC
ITH,
ITH,-f ATGGCGCTAACTTGCCATGCTG
507 56 Johnson y Stell, 2000
ITH,-r AGGGGGACATATAGCCCCCTTC
gafD
gafD-f TGTTGGACCGTCTCAGGGCTC
952 56 Johnson y Stell, 2000
gafD-r CTCCCGGAACTCGCTGTTACT
JUÅ
cnf1-f2 CAGGAGGTACTTAGCAGCGT
468 50 Mora et al. 2013
cnf1-rc TAATTTTGGGTTTGTATC
cdtB
cdt-s1 GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG
466 58 Tóth et al. 2003
cdt-as1 AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA
cdt-s2 GAAAATAAATGGAACACACATGTCCG
cdt-as2 AAATCTCCTGCAATCATCCAGTTA
sat
SatF GCAGCTACCGCAATAGGAGGT
937 58 Johnson et al. 2003a
SatF CATTCAGAGTACCGGGGCCTA
Tabla 12WHY[L
*LIHKVYLZ\[PSPaHKVZLUSHKL[LJJP}UKLSVZNLULZKL]PY\SLUJPHKLSVZ,_7,*
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Nombre 
del gen Primers
Secuencia 
nuecleotídica 
(5´-3´)
Tamaño 
(pb)
Tª de 
hibridación 
ºC
Referencias
hlyA
hly f AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT
1177 58 Yamamoto et al. 1995
hly r ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
P\J+
Aer f TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT
602 60 Yamamoto et al.1995
Aer r AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG
P\[(
aer-851f GGCTGGACATCATGGGAACTGG
301 58-62 Johnson et al. 1997
aer-1152r CGTCGGGAACGGGTAGAATCG
iroN
Ironec-f AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG
665 54 Johnson et al. 2000a
Ironec-r GACGCCGACATTAAGACGCAG
JO\(
*O\(.1 GCAGAACCAACGGTCAGGAT
279 62 Clermont et al. 2000
*O\(.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
RWZ400
KpsII f GCGCATTTGCTGATACTGTTG
272 56 Johnson y Stell 2000
KpsII r CATCCAGACGATAAGCATGAGCA
RWZ4002
KpsII f GCGCATTTGCTGATACTGTTG
570 56 Johnson y O´bryan, 2004
KpsII-K2r AGGTAGTTCAGACTCACACCT
RWZ4002
K5-f CAGTATCAGCAATCGTTCTGTA
159 56 Johnson y Stell 2000
KpsII r CATCCAGACGATAAGCATGAGCA
UL\*
neu1 AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG
676 52
Moulin-Schouleur et al. 
2006neu2 GGTGGTACATCCCGGGATGTC
RWZ4000
KpsIII f TCCTCTTGCTACTATTCCCCCT
392 56 Johnson y Stell 2000
KpsIII r AGGCGTATCCATCCCTCCTAAC
cvaC
ColV-Cf CACACACAAACGGGAGCTGTT
680 55 Johnson y Stell 2000
ColV-Cr CACACACAAACGGGAGCTGTT
iss
is-f CAGCAACCCGAACCACTTGATG
323 66
Rodríguez-Siek et al. 
2005is-r AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA
traT 
TraT f GGTGTGGTGCGATGAGCACAG
290 66 Johnson y Stell 2000
TraT r CACGGTTCAGCCATCCCTGAG
PIL(
ibe10 f AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC
170 52 Johnson y Stell 2000
ibe10 r TGGTGCTCCGGCAAACCATGC
THS?7(0
MALX-F GCATGAGCAGTGCGATACATCGC
828 56 Mora et al. 2013
MALX-R AGGGCTGGGAAGTGGTTTAGCC
\ZW
usp-f ACATTCACGGCAAGCCTCAG
440 66 Bauer et al. 2002
usp-r AGCGAGTTCCTGGTGAAAGC
tsh
tsh03 GGTGGTGCACTGGAGTGG
640 64 Dozois et al. 2000
tsh15 AGTCCAGCGTGATAGTGG
Tabla 12 (parte 2)
*LIHKVYLZ\[PSPaHKVZLUSHKL[LJJP}UKLSVZNLULZKL]PY\SLUJPHKLSVZ,_7,*
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Nombre 
del gen Primers
Secuencia 
nuecleotídica 
(5´-3´)
Tamaño 
(pb)
Tª de 
hibridación 
ºC
Referencias
ISHCTX-M
CTX-C3 ATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATG
542 58 Mora et al. 2013
CTX-C4 ACCGCGATATCGTTGGTGGTGCC
ISHCTX-M
NY\WV
M13U GGTTAAAAAATCACTGCGTC
863 52 Saladin et al. 2002
M13L TTGGTGACGATTTTAGCCGC
ISHCTX-M
NY\WV 
CTX-M9-F GTGACAAAGAGAGTGCAACGG
856 56 Simarro el al, 2000
CTX-M9-R ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC
ISH*;?4
L_[YLTV»
CTX-M-F1 ATAAAACCGGCAGCGGTG
483 55
3LÅVU.\PIV\[LSHS
2004CTX-M-F2 GAATTTTGACGATCGGGG
ISHSHV
SHV-F2 TTGTCGCTTCTTTACTCGCC
879 58 Mora et al. 2013
SHV-R2 CCCGGCGATTTGCTGATTTCGC
ISHTEM
TEM-1-F ATGAGTATTCAACATTTCCG
8668 50 Rasheed el al, 1997
TEM-1-R CTGACAGTTACCAATGCTTA
Tabla 13
*LIHKVYLZ\[PSPaHKVZWHYHSHKL[LJJP}UKLLUaPTHZ)3,,
Tabla 14
*LIHKVYLZWHYHSHPKLU[PÄJHJP}UKLSVZNY\WVZÄSVNLUt[PJVZ
Nombre 
del gen Primers
Secuencia 
nuecleotídica 
(5´-3´)
Tamaño 
(pb)
Tª de 
hibridación 
ºC
Referencias
JO\(
*O\(.1 GCAGAACCAACGGTCAGGAT
279 62
Clemont et al. 2000
*O\(.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yjaA
@QH(.1 TGCAGTGTCAGGAGACGCTG
211 54
@QH(.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
TspE4.C2
TspE.C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA
152 54
TspE.C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG
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Grupo
Genes
JO\( yjaA TSPE4.C2
A - +/- -
B1 - +/- +
B2 + + +/-
D + - +/-
Tabla 15
+L[LYTPUHJP}UKLSVZNY\WVZÄSVNLUt[PJVZ
Nombre 
del gen Primers
Secuencia 
nuecleotídica 
(5´-3´)
Tamaño 
(pb)
Tª de 
hibridación 
ºC
Referencias
ISHCTX-M
NY\WV
CTX-15-F1 GAAAGCTAATAAAAAACACACGTGG
1044-1123 52 Mora et al. 2013
CTX-15-R GTATGCGCAAGCGCAGGTGG
ISHCTX-M
NY\WV 
CTX-M9-F GTGACAAAGAGAGTGCAACGG
856 56 Simarro et al. 2000
CTX-M9-R ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC
CTX-M9 -14-14B 
24F GAATACTGATGTAACACGGA 998 44
LREC (sin publicar)
CTX-M9-R AGCTGAAGATGTATATCAAG
CTX-M9 -14-14B 
24F GAATACTGATGTAACACGGA 989 52
CTX-M14-24-R CTGCGTTGTCGGGAAGATACG
ISHCTX-M
NY\WV 
CTX-M9-14B-F CCTATACCCGAGGCGCGACAG
1059 1059
LREC (sin publicar)
CTX-M9-R AGCTGAAGATGTATATCAAG
CTX-M14-24-F CTAAATTCTTCGTGAAATAGTG
1049 1049
CTX-M14-24-R CTGCGTTGTCGGGAAGATACG
ISHSHV
SHV-1 GGGTTATTCTTATTTGTCGC
930 930
Rasheed et al. 1997
SHV-2 TTAGCGTTGCCAGTGCTC
ISHTEM
TEM-1-F ATGAGTATTCAACATTTCCG
868 868
TEM-1-R CTGACAGTTACCAATGCTTA
Tabla 16 
*LIHKVYLZ\[PSPaHKVZWHYHSHZLJ\LUJPHJP}UKLSVZ[PWVZKL)3,,
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3.3.2 Secuenciación
La secuenciación se utilizó para determinar el tipo de enzima de las cepas productoras de BLEE 
(Tabla 16), para determinar la secuencia tipo y el clonotipo de las cepas. Se realizó en el  Depar-
tamento de Genética (Plataforma de Secuenciación y Genómica Funcional) de la Facultad de Ve-
terinaria (USC) mediante el método Sanger, empleando el analizador genético ABI 3100 (Applied 
Bio-Systems) con el kit BigDye Terminador v3.1 cycle sequencing.
3.4Caracterización fenotípica
3.4.1 Determinación de resistencias a antimicrobianos: detección fe-
notípica de BLEEs.
El estudio de la suceptibilidad de las cepas a los antimicrobianos se realizó en el laboratorio de 
Microbiología del Hospital donde se aislaron. Concretamente, en la Unidad de Microbiología del 
Hospital Universitario Lucus Augusti, se utilizó el sistema MicroScan WalkAway® Plus (Siemens) 
que determina la concentración mínima inhibitoria (CMIs). En los otros hospitales se empleó este 
mismo sistema u otros similares. Se analizó la sensibilidad para sulfa-trimetoprim, ácido nalidíxico, 
JPWYVÅV_HJPUHNLU[HTPJPUH[VIYHTPJPUHHTPRHJPUHMVZMVTPJPUHUP[YVM\YHU[VPUHHTV_PJPSPUHmJPKV
clavulánico, piperacilina/tazobactam, cefepima, ceftazidima, aztreonam y cefotaxima.
3HZJLWHZZLJSHZPÄJHYVUJVTVZLUZPISLZ:PU[LYTLKPHZ0VYLZPZ[LU[LZ9HSVZKPMLYLU[LZHU-
timicrobianos siguiendo las normas del *SPUPJHSHUK3HIVYH[VY`:[HUKHY[Z0UZ[P[\[L (CLSI, 2013). Las 
cepas con valores intermedios (I) no se englobaron dentro de las resistentes.
La producción de BLEEs se detectaba si se observaba sinergia entre amoxicilina/ácido clavuláni-
co y al menos uno de los siguientes antimicrobianos: cefotaxima, ceftazidima, aztreonam o cefepi-
ma (Jarlier et al. 1988).
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3.4.2 Serotipado
Determinación del antígeno O
El método empleado para la determinación del antígeno O de las cepas está basado en el ori-
NPUHSTLU[LKLZJYP[VWVY.\PUtL`JVSHIVYHKVYLZ `TVKPÄJHKVWVY)SHUJV`JVSHIVYHKVYLZ
(1996).
Preparación de los antisueros O de E. coli
Para la determinación del antígeno O se emplearon 174 antisueros O que reconocen las varie-
dades de la O1 a la O185. Estos antisueros se obtienen en el LREC mediante inmunización de 
conejos con las cepas de referencia disponibles en nuestro laboratorio, después de la obtención 
de los antisueros se adsorben para eliminar las reacciones cruzadas. Los antisueros se emplean 
a dos diluciones de ensayo: 1/80 (la mayoría) o 1/40. Dicha dilución se determina al ensayar cada 
antisuero una vez se ha completado el proceso de adsorción, frente a su cepa O homóloga de refe-
YLUJPH:PLS[x[\SVLZJVUSHJLWHJVU[YVSSHKPS\JP}UKLLUZH`VLZTPLU[YHZX\LZPLZ
< 1/640, la dilución de ensayo es 1/40. Todas las diluciones se preparan con solución salina estéril 
(ClNa 0,85%).
Agrupamos los antisueros monovalentes se agrupan en seis o siete antisueros formando 24 an-
tisueros polivalentes (de A a X). Las cepas problema se enfrentan en un primer momento con los 
antisueros polivalentes.
Preparación de las suspensiones bacterianas
S[P]HYSHZJLWHZLUHNHY[YPW[VUHZVQH;:(LPUJ\IHY\*࠮¢*O
ZWLUKLYLSJYLJPTPLU[VX\LOLTVZVI[LUPKVLU;:(LUTSKLZVS\JP}UZHSPUH\:࠮
ClNa, p/v) y ajustar la concentración bacteriana (1,8 x 109 bacterias/ml) por comparación con 
el tubo número 6 de la escala McFarland.
HSLU[HYSHZZ\ZWLUZPVULZH¢*OLU\UIH|VKLHN\HWHYHKLZ[Y\PYLSHU[xNLUV2LU*࠮
el caso de que la cepa posea cápsula) y desenmascarar el antígeno O.
UH]LaLUMYPHKHZSHZZ\ZWLUZPVULZH|HKPYHJHKH[\IVTSKLZVS\JP}UZHSPUHMVYTHSPUPaHKH>࠮
(0,5%, v/v) con violeta de genciana (0,005%, p/v). Conservar las suspensiones bacterianas a 
4 ºC. Dichas suspensiones se mantienen estables durante muchos meses si los viales están 
bien cerrados.
-6 6`6ZLJHYHJ[LYPaHUWVY[LULY\UH]HYPLSN\UHZJLWHZKLSVZZLYVNY\WVZ6)࠮
dad de antígeno K (A) que es termorresistente y, a diferencia del resto de las cepas de E. coli, 
necesita una exposición a 121 ºC/2,5 h. Por ello, si las cepas problema dan un resultado nega-
tivo después de enfrentarlas con todos los antisueros O, se deberían preparar unas segundas 
suspensiones y autoclavarlas a 121 ºC/2,5 h y enfrentarlas solamente con los antisueros O8, 
O9, O20 y O101.
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Determinación presuntiva del serogrupo O
En la determinación del antígeno O se emplean placas de microtitulación de 96 pocillos (fondo 
“V” preferiblemente). Este tipo de soporte permite una fácil lectura de los resultados y un importan-
te ahorro de antisuero.
9LWHY[PYSVZHU[PZ\LYVZ6WVSP]HSLU[LZLUSVZWVJPSSVZKLSHWSHJHKLTPJYV[P[\SHJP}U࠮
UMYLU[HYSHZZ\ZWLUZPVULZIHJ[LYPHUHZJHSLU[HKHZH¢*OMVYTHSPUPaHKHZ̀,࠮ [L|PKHZJVU
los antisueros O polivalentes. Y las calentadas a 121 ºC/2,5 h con los antisueros O8, O9, O20 
`67HYHLSSVH|HKPYHɤSKLJHKHHU[PZ\LYVɤSKLSHZ\ZWLUZP}UIHJ[LYPHUH[HWHYSH
placa (con otra placa) e incubar a 37ºC durante 18 horas.
3H࠮ PU[LYWYL[HJP}U KL SVZ YLZ\S[HKVZ ZL YLHSPaH LZ[\KPHUKV SHZ YLHJJPVULZ KL HNS\[PUHJP}U
Cuando la cepa problema resulta reconocida por alguno de los antisueros O incluidos en un 
antisuero polivalente (resultado positivo), se forma una película que impide la sedimentación 
de las bacterias. En los pocillos donde no existe reconocimiento (negativos), las bacterias se-
dimentan visualizándose en forma de botones azulados (Figura 39-A). Si la cepa bacteriana 
da aglutinación con uno de los antisueros polivalentes empleados, se realiza a continuación el 
mismo proceso con los antisueros O monovalentes incluidos en el polivalente correspondien-
te, si da negativo con todos los antisueros polivalentes se considera no tipable (ONT).
*VUÄYTHJP}UKLSZLYVNY\WV6
La determinación del antígeno O de una cepa de E. coliZLJVTWSL[HJVULSWYVJLZVKLJVUÄY-
mación en el que se establece el título de la cepa. El título representa la máxima dilución del suero 
que aglutina la cepa problema (Figura 39-B).
VSVJHY*࠮ɤSKLZVS\JP}UZHSPUHLUSVZWVJPSSVZHKL\UHÄSHKL\UHWSHJHKLTPJYV[P[\-
lación.
̀¢HKPYHSVZWVJPSSVZU|)࠮ U¢ɤSKLSHKPS\JP}UKLLUZH`VKLSHU[PZ\LYV6JVYYLZWVUKPLU[L
`OHJLYKPS\JPVULZZLYPHKHZ[YHUZÄYPLUKVɤSKLSHTLaJSHKLSWVJPSSVU¢HSU¢TLa-
clando y repitiendo la operación hasta llegar al pocillo nº10. Utilizar los pocillos nº11 y nº12 
JVTVJVU[YVSLZULNH[P]VZKLZLJOHUKVSVZɤSX\LZVIYHUKLZW\tZKLTLaJSHYLULSWVJPSSV
nº10.
HKPY|)࠮ɤSKLSHZ\ZWLUZP}UIHJ[LYPHUHJHSLU[HKHMVYTHSPUPaHKH`[L|PKHHSVZWVJPSSVZ
KLJHKHÄSHLTWLaHUKVWVYLSU¢`H]HUaHUKVOHZ[HLSU¢;HWHY SHZWSHJHZL PUJ\IHY
37ºC/18h y realizar la lectura de los resultados determinando los títulos. 
UH]LaH|HKPKHSHZ\ZWLUZP}UIHJ[LYPHUHZPLSHU[PZ\LYV\ZHKV[PLUL\UHKPS\JP}UKLLUZH`V>࠮
de 1/80, el título en el primer pocillo será de 1/160, en el segundo de 1/320 y así sucesivamen-
te hasta el pocillo nº 10.
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Figura 39
A. Determinación del antígeno O (serogrupo) 
),Z[HISLJPTPLU[VKLS[x[\SVKLSHJLWH
Determinación del antígeno H
El método empleado para la determinación del antígeno H está basado en el originalmente des-
crito por Guinée y colaboradores (1981).
Preparación de los antisueros H de E. coli
Para la determinación del antígeno H se emplearon 53 antisueros H que reconocen las varieda-
des de la H1 a la H56. Estos antisueros se obtienen en el LREC mediante inmunización de conejos 
con las cepas de referencia disponibles en nuestro laboratorio. El título de todos los antisueros una 
vez completado el proceso de obtención, resultó ser igual o superior a 1/10240, y su dilución de 
LUZH`VZLÄQ}LU
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Todos los antisueros diluidos se preparan con solución salina estéril (ClNa 0,85%). Agrupamos 
los antisueros monovalentes en seis o siete antisueros formando 9 antisueros polivalentes (de A a 
I). Las cepas problema se enfrentan en un primer momento con los antisueros polivalentes.
Preparación de los antisueros H de E. coli
Para la determinación del antígeno H se emplearon 53 antisueros H que reconocen las varieda-
des de la H1 a la H56. Estos antisueros se obtienen en el LREC mediante inmunización de conejos 
con las cepas de referencia disponibles en nuestro laboratorio. El título de todos los antisueros una 
vez completado el proceso de obtención, resultó ser igual o superior a 1/10240, y su dilución de 
LUZH`VZLÄQ}LU;VKVZSVZHU[PZ\LYVZKPS\PKVZZLWYLWHYHUJVUZVS\JP}UZHSPUHLZ[tYPS*S5H
0,85%). Agrupamos los antisueros monovalentes en seis o siete antisueros formando 9 antisueros 
polivalentes (de A a I). Las cepas problema se enfrentan en un primer momento con los antisueros 
polivalentes.
Preparación de las suspensiones bacterianas
S[P]HYSHZJLWHZWYVISLTHLUHNHY[YPW[VUHZVQH;:(LPUJ\IHY\*࠮¢*O
LTIYHYSHJLWHJYLJPKHLUHNHY;:(LU\U[\IVJVU:࠮TSKLTLKPV403TLKPVZLTPZ}SP-
do, movilidad, indol, lisina decarboxilasa) (Becton Dickinson-Difco) e incubar (37 ºC/18 h). El 
VIQL[P]VKLSHZPLTIYHLZLSKLWV[LUJPHYLSKLZHYYVSSVKLSVZÅHNLSVZLUJHZVKLX\LSHJLWH
objeto de estudio sea móvil).  La siembra se realiza en picadura.
 PSHJLWHLZPUT}]PS(Figura 40), dar cinco pases más usando tubos de MIL con 5 ml ya que:࠮
algunas cepas empiezan a mostrar movilidad en el cuarto incluso quinto pase. Si después de 
los seis pases la cepa sigue siendo inmóvil se considerará no móvil (HNM).
PSHJLWHLZT}]PSKHYKLZPL_WYLZHT\`IPLUSHTV]PSPKHKH:࠮WHZLZJVUZLJ\[P]VZLU
tubos de MIL en forma de “U”. Para ello, la cepa se siembra en profundidad en el extremo 
izquierdo del tubo. Incubar a 37 ºC/18 h y observar el crecimiento bacteriano en el tubo. Si 
la cepa se ha desplazado por el tubo y ha alcanzado su extremo derecho, la siembra del si-
guiente pase se hace recogiendo con un asa bacterias del borde superior de este extremo, 
[YHUZÄYPtUKVZLHJVU[PU\HJP}UHV[YV[\IVLU¸<¹`HZxJVUZLJ\[P]HTLU[LOHZ[HJVTWSL[HYSVZ
3 pases. Si la cepa es móvil, pero después de un período de incubación a 37 ºC/18 h no ha 
alcanzado el extremo opuesto del tubo, debe permanecer en la estufa un día más y necesitará 
completar los 6 pases.
UH]LaJVTWSL[HKVZSVZWHZLZLUSVZ[\IVZLU¸<¹JVUTLKPV403ZLYLJVNLJVU\UHZH>࠮
IHJ[LYPHZHWHY[PYKLSL_[YLTVKLYLJOVKLS[\IVJVYYLZWVUKPLU[LHS¢}¢WHZL`ZL[YHZÄLYL
a un tubo con 7 ml de infusión Cerebro-Corazón (Difco) se incuba a 37 ºC/6-8 h/80 rpm.
HKPY|)࠮ HS JYLJPTPLU[VVI[LUPKV TSKL ZVS\JP}U ZHSPUHLZ[tYPS W] MVYTHSPUPaHKH
(0,5% v/v) y dejar los tubos a temperatura ambiente una noche. La turbidez de los tubos tra-
tados con solución salina formalinizada debe ser comparable a la del tubo nº2 de la escala 
McFarland (6,0x108 bacterias/ml).
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Figura 40
6IZLY]HTVZ KL PaX\PLYKH H KLYL-
cha: Tubo con medio MIL sin inocu-
SHY;\IVJVU\UHJLWHT}]PSZVSH-
TLU[VZLVIZLY]HJYLJPTPLU[VLUSH
zona donde la cepa fue inoculada. 
;\IVJVU\UHJLWHT}]PSLSKLZWSH-
aHTPLU[V WYV]VJH SH [\YIPKLa [V[HS
KLSTLKPVKLJ\S[P]V
Determinación del antígeno H
VSVJHYLU\UHNYHKPSSH[\IVZ[PWV2HOU`YLWHY[PY*࠮ɤSKLJHKH\UVKLSVZ HU[PZ\LYVZ
/WVSP]HSLU[LZKPS\PKVZHLUJHKH\UVKLSVZ WYPTLYVZ[\IVZ*VSVJHYɤSKLZVS\-
ción salina (0,85%, p/v) en el décimo tubo y utilizarlo como control negativo. Añadir a los 10 
[\IVZɤSKLSHZ\ZWLUZP}UIHJ[LYPHUHLPUJ\IHYSHTLaJSHLUIH|V4HYxHH¢*O
-9LHSPaHYSHSLJ[\YHKLSVZYLZ\S[HKVZ9LHJJP}UWVZP[P]H!*\HUKV\UVKLSVZHU[PZ\LYVZTVUV࠮
]HSLU[LZX\LMVYTHUWHY[LKLSHU[PZ\LYVWVSP]HSLU[LYLJVUVJLLSHU[xNLUVÅHNLSHYX\LWVY[HSH
cepa problema, los anticuerpos reaccionan con el antígeno homólogo produciéndose la unión 
de las bacterias y la consiguiente reacción aglutinante. Después de 2 horas de incubación, las 
bacterias aglutinadas sedimentan, quedando el sobrenadante del tubo completamente libre 
de bacterias. Reacción negativa: En los tubos donde no existe reconocimiento del antígeno 
ÅHNLSHYKLSHJLWHWYVISLTHWVYWHY[LKLSVZHU[PZ\LYVZTVUV]HSLU[LZSHMHS[HKLHNS\[PUHJP}U
supone que la suspensión continúe turbia, una turbidez que se corresponde con la del tubo 
10 utilizado como control negativo (Figura 41). Si no hay aglutinación con ninguno de los an-
tisueros H polivalentes, se considera que la cepa es no tipable (HNT).
P:࠮ SHJLWHYLHJJPVUHWVZP[P]HTLU[LJVUHSNUHU[PZ\LYV/WVSP]HSLU[LZLLUMYLU[HJVUSVZ
antisueros monovalentes incluidos en el mismo. Para ello, se añaden en tubos tipo Kahn, 250 
ɤSKLJHKHHU[PZ\LYV/TVUV]HSLU[L`HJVU[PU\HJP}UZLH|HKLHJHKH\UVKLLSSVZɤSKL
la suspensión bacteriana problema. El tubo en el que se observe una reacción aglutinante nos 
indicará el antígeno H que posee la cepa de problema.
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Figura 41
6IZLY]HTVZ KL PaX\PLYKH H
KLYLJOH!;\IV2OHUJVU\UH
YLHJJP}UWVZP[P]H`[\IV2OHU
JVU\UHYLHJJP}UULNH[P]H
3.5D etección de las cepas ST131 y 
determinación de las relaciones clonales
La detección de las cepas ST131 y de los subclones H30 y H30-Rx se realizó  por PCR conven-
cional, mientras que la determinación de las relaciones clonales entre las cepas se realizó mediante 
la determinación de la ST, el clonotipado y la PFGE.
Blanco y colaboradores (2009) han desarrollado un PCR múltiple para la determinación de una 
forma rápida y sencilla de las cepas O25b:H4-ST131 productoras de CTX-M-15. Esta PCR se basa 
LUSHHTWSPÄJHJP}UKL[YLZNLULZ!LSNLUafaFM955459, el genYMIO25b y el extremo 3’ del gen ISHC-
;?4 (Tabla 17).
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Nombre 
del gen Primers
Secuencia 
nuecleotídica 
(5´-3´)
Tamaño 
(pb)
Tª de 
hibridación 
ºC
Referencias
afa 
FM955459
Afa-O25F GAGTCACGGCAGTCGCGGCGG
207
55
Blanco et al. 2009
Afa-O25R TTCACCGGCGACCAGCCATCTCC
YMI6I
rfb.1bis ATACCGACGACGCCGATCTG
300 Clermont et al. 2008
rfbO25b.r TGCTATTCATTATGCGCAGC
ISH*;?4
L_[YLTV»
CTX-M-F1 ATAAAACCGGCAGCGGTG
483
3LÅVU.\PIV\[et al. 
2004
CTX-M-F2 GAATTTTGACGATCGGGG
Tabla 17
*LIHKVYLZLTWSLHKVZWHYHSHKL[LJJP}UWVY7*9KLJLWHZ6I!/:;*;?4
Johnson y colaboradores (2009) desarrollarn una PCR para la detección de todas las cepas del 
grupo glonal ST131, incluidas las O25b:H4, O16:H5 y de otros serotipos  (Tabla 18).
Nombre 
del gen Primers
Secuencia 
nuecleotídica 
(5´-3´)
Tamaño 
(pb)
Tª de 
hibridación 
ºC
Referencias
SNPs- gen mdh
mdh GTTTAACGTTAACGCCGGT
275 58
Johnson et al., 2009
mdh36-R GGTAACACCAGAGTGACCA
SNPs- gen gyrB
gyrb47-F CGCGATAAGCGCGAC
132 54
gyrb47-R ACCGTCTTTTTCGGTGGAA
Tabla 18
*LIHKVYLZ\[PSPaHKVZWHYHSLPKLU[PÄJHJP}UKLSHZJLWHZ:;WVY7*9
3.5.1 Determinación de secuencias tipo (ST)
3H[tJUPJH43:;ZLOHYL]LSHKVJVTV\UHOLYYHTPLU[HKL[PWHKVÄSVNLUt[PJVWVKLYVZH[HU[V
para estudios de evolución como epidemiológicos globales. Existen dos esquemas de MLST: el 
esquema de Achtman y el esquema del Instituto Pasteur, en el primero, se utiliza las secuencias de 
MYHNTLU[VZPU[LYUVZHTWSPÄJHKVZWVY7*9KLZPL[LNLULZHS[HTLU[LJVUZLY]HKVZHKRM\T*N`Y)
PJKTKOW\Y( yYLJ( mientras que en el segundo esquema se utiliza las secuencias de fragmen-
[VZPU[LYUVZHTWSPÄJHKVZWVY7*9KLVJOVNLULZKPU)PJK(WHI)WVS)W\[7[YW([YW) y \PK(). 
,Z[HZZLJ\LUJPHZKLÄULULSWLYÄSHStSPJVV:;WHYHJHKHJLWH
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7HYHSHHTWSPÄJHJP}UKLSVZMYHNTLU[VZ̀ Z\ZLJ\LUJPHJP}UZL\ZHYVUJLIHKVYLZLZWLJxÄJVZWHYH
MLST en E. coli de la website O[[W!TSZ[\JJPLTSZ[KIZ,JVSPpara el esquema de Achtman (Tabla 
19) y de la website para el esquema del Instituto Pasteur (Tabla20) (^^ ̂WHZ[L\YMYYLJOLYJOLNL-
UVWVSL7-TSZ[,*VSPO[TS).
Las secuencias se analizaron visualmente empleando el programa BioEdit Sequence Alignment 
LKP[VY]LYZP}U "0IPZ)PVZJPLUJLZ̀ M\LYVUHSPULHKVZJVULSWYVNYHTH*S\Z[HS>,SWLYÄSHStSPJV
KLSHZZPL[LZLJ\LUJPHZJVYYLZWVUKPLU[LZHSVZNLULZSHZ:;Z`*VTWSLQVZKL:LJ\LUJPHKLÄUPKVZ
como STs relacionados con una distancia máxima de uno o dos alelos de diferencia) se obtuvieron 
a través de la base de datos electrónica de la página web O[[W!TSZ[\JJPLTSZ[KIZ,JVSP para el 
esquema de Achtman y de la página web ^^ ̂WHZ[L\YMYYLJOLYJOLNLUVWVSL7-TSZ[,*VSPO[TS
para el esquema del Instituto Pasteur.
Nombre 
del gen Primers
Secuencia 
nuecleotídica 
(5´-3´)
Tamaño 
(pb)
Tª de 
hibridación 
ºC
adk
adk.F ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG
583
56
adk.R CCGTCAACTTTCGCGTATTT
M\T*
fumC-F TCACAGGTCGCCAGCGCTTC
806
fumC-R GTACGCAGCGAAAAAGATTC
gyrB
gyrB-F TCGGCGACACGGATGACGGC
911
gyrB-R ATCAGGCCTTCACGCGCATC
icd
icd-F ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA
878
icd-R GGACGCAGCAGGATCTGTT
mdh
mdh-F ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG
932 64
mdh-R TAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT
W\Y(
purA-F CGCGCTGATGAAAGAGATGA
816
56
purA-R CATACGGTAAGCCACGCAGA
recA
recA-F1 ACCTTTGTAGCTGTACCACG
780
recA-R1 AGCGTGAAGGTAAAACCTGTG
Tabla 19
*LIHKVYLZLTWSLHKVZWHYHHTWSPÄJHYSVZNLULZWHYH43:;KLSLZX\LTHKL(JO[THU
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Nombre 
del gen Primers
Secuencia 
nuecleotídica 
(5´-3´)
Tamaño 
(pb)
Tª de 
hibridación 
ºC
dinB
dinBoF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTATGAGAGGTGAGCAATGCGTA
450
55
dinB2oR TTGTGAGCGGATAACAATTTCCGTAGCCCCATCGCTTCCAG
icdA
icd2oF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAATTCGCTTCCCGGAACATTG
516
icdoR TTGTGAGCGGATAACAATTTCATGATCGCGTCACCAAATC
WHI)
pabB2oF GTTTTCCAGTCACGACGTTGTAAATCCAATATGACCCGCGAG
468
pabBoR TTGTGAGCGGATAACAATTTCGGTTCCACTTCGTCGATAAT
WVS)
polB2oF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGGCGGCTATGTGATGGATTC
450
polBoR TTGTGAGCGGATAAGAATTTCGGTTGGCATCAGAAAACGGC
W\[7
putP2oF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTGTTTAACCCGTGGATTGC
456
putPoR TTGTGAGCGGATAACAATTTCGCATCGGCCTCGGCAAAGCG
[YW(
trpAoF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGCTACGAATCTCTGTTTGCC
561
trpAoR TTGTGAGCGGATAACAATTTCGCTTTCATCGGTTGTACAAA
[YW)
trpB2oF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACACTATATGCTGGGCACCGC
594
trpBoR TTGTGAGCGGATAACAAATTTCCCTCGTGCTTTCAAAATATC
\PK(
uidAoF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACATTACGGCAAAGTGTGGGTCAAT
600
uidAoR TTGTGAGCGGATAACAATTTCCCATCAGCACGTTATCGAATCCTT
Tabla 20
*LIHKVYLZLTWSLHKVZWHYHHTWSPÄJHYSVZNLULZWHYH43:;KLSLZX\LTHKLS0UZ[P[\[V7HZ[L\Y
3.5.2 Clonotipado y detección de los subclones H30 y H30-Rx
>LPZZTHU`JVSHIVYHKVYLZKLZJYPIPLYVU\ULZX\LTHKL[PWPÄJHJP}UT\`[PSWHYHPKLU[PÄ-
car subclones dentro de los grupos clonales de cepas ExPEC, basado en el tipado de la región ÄT/ 
(ÄT/TRZLJ\LUJPHUKV\UMYHNTLU[VPU[LYUVKLLZ[LNLUNLUX\LJVKPÄJHWHYHSHHKOLZPUH[PWV
y también de un fragmento del gen fumC utilizado en el esquema de Achtman de MLST (Tabla 21).
Por su parte Colpan y colaboradores (2013) diseñaron una PCR para detectar las cepas del subclón 
H`)HULYQLL`JVSHIVYHKVYLZI\UH7*9WHYHPKLU[PÄJHYSHZJLWHZKLSZ\IJS}UH30-Rx 
(Tabla 22). 
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Nombre 
del gen Primers
Secuencia 
nuecleotídica 
(5´-3´)
Tamaño 
(pb)
Tª de 
hibridación ºC
ÄT/
ÄT/- CACTCAGGGAACCATTCAGGCA
975 54
ÄT/9 CTTATTGATAAACAAAAGTCAC
M\T*
fumCF TCACAGGTCGCCAGCGCTTC
806 56
fumCR GTACGCAGCGAAAAAGATTC
Tabla 21
Cebadores empleados en el clonotipado.
Nombre 
del gen Primers
Secuencia 
nuecleotídica 
(5´-3´)
Tamaño 
(pb)
Tª de
 hibridación 
ºC
Referen-
cias
`II>
APfor63 GGTTGCGGTCTGGGCA
194 64 Banerjee et al. 2013bAPrev66 CAATATCCAGCACGTTCCAGGTG
ÄT/
ÄT/-  CCGCCAATGGTACCGCTATT
354 62 Colpan et al. 2013ÄT/9 CAGCTTTAATCGCCACCCCA
Tabla 22
*LIHKVYLZ\[PSPaHKVZWHYHSHKL[LJJP}UKLSHZ]HYPLKHKLZÄT/`ÄT/9_WVY7*9
Subclón H9_!:57NLU`II>
3.5.3 Electroforesis en campo pulsante (PFGE)
Una mayor resolución de las relaciones clonales entre cepas de la misma ST puede lograrse con 
PFGE. Se trata de una herramienta de subtipado molecular con mayor poder discriminatorio que el 
MLST. Se utiliza en varias redes internacionales de salud (PulseNet, FoodNet y vetNet) para estu-
dios epidemiológicos locales en los que interesa detectar cepas implicadas en brotes.
En esta técnica se usan enzimas de restricción (en nuestro caso ?IH0) con bajo número de puntos 
de corte del ADN cromosómico para generar fragmentos muy grandes (mayores de 40 Kb), que no 
se podrían separar mediante electroforesis convencional. Para conseguirlo, se alterna cíclicamente 
la orientación del campo eléctrico durante el proceso electroforético.
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7HYH HUHSPaHY SVZ WLYÄSLZ KLTHJYVYYLZ[YPJJP}U VI[LUPKVZ JVU SH LUKVU\JSLHZH ?IH0 ZL \[PSPa}
el programa BioNumerics versión 5.0. (Applied Maths, Sint-Martens-Latem) empleando el índice 
estadístico Dice, mediante el alogaritmo UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic 
H]LYHNLZWHYHSHJVUZ[Y\JJP}UKLKLUKYVNYHTHZX\LYLÅLQHUSHKPZ[YPI\JP}UKLSHZJLWHZLUJS\Z-
ters con más de un 85% de homología (cepas clonalmente relacionadas, con seis o menos bandas 
de diferencia).
La técnica PFGE se llevó a cabo en un equipo CHEF MAPPER (Bio-Rad) de acuerdo con el pro-
tocolo estandarizado de PulseNet (CDC, 2001).
Lisis celular
 
KLSHZJLWHZ7YLWHYHY\UHZ\ZWLUZP}ULUTSKL*:)T4;YPZ!T4,+;("W/࠮
bacterianas crecidas en TSA 18-24 h a 37 ºC. 
4LKPYHIZVYIHUJPHHUT࠮
(:*7YLWHYHYɤSKLSHZ\ZWLUZP}UH\UHJVUJLU[YHJP}UKL HQ\Z[HYJVU࠮
HKPYHJHKHZ\ZWLUZP}UɤSKLWYV[LPUHZH2KL\UHJVUJLU[YHJP}UKLTNTS|)࠮
-4LaJSHYSVZɤSKLSHZ\ZWLUZP}UIHJ[LYPHUHHU[LYPVYJVUɤSKLHNHYVZHHSWYL]PH࠮
mente atemperada a 55 ºC (agarosa para bloques = 0,50 g de agarosa SeakemGold, 45 ml de 
;,TSKL:+:`WYLWHYHYSVZISVX\LZISVX\LZWVYT\LZ[YH+LQHYZVSPKPÄJHY\UVZ
15 min a temperatura ambiente ó 5 min a 4 ºC.
U[\IVZKLTSH|HKPY,࠮TSKLI\ɈLYKLSPZPZT4;YPZ!T4,+;(:HYRVZ`S"W/
`ɤSKLWYV[LPUHZH2TNTS+LWVZP[HYSVZISVX\LZLUSVZ[\IVZJVYYLZWVUKPLU[LZ
0UJ\IHYOVYHZH࠮¢*LUHNP[HJP}U
9L[PYHYLSI\ɈLYKLSPZPZ3H]HYJVU࠮TSKLHN\HIPKLZ[PSHKHWYL]PHTLU[LH[LTWLYHKHH¢*"
20 min en agitación a 50 ºC.
9LHSPaHYV[YVSH]HKVJVUHN\HLUSHZTPZTHZJVUKPJPVULZ࠮
9L[PYHYLSHN\H`YLHSPaHYSH]HKVZJVU࠮TSKLI\ɈLY;,T4;YPZ!T4,+;("W/
previamente atemperado a 50 ºC; cada lavado será de 20 min a 50 ºC en agitación.
9L[PYHYLS;,`H|HKPY࠮TSKL;,MYLZJV*VUZLY]HYHZxSVZISVX\LZH¢*OHZ[HLSKxHZPN\PLU-
te
Digestión del ADN
VY[HY\UHWVYJP}UKLSISVX\LKLHNHYVZHKLSNYVZVYKL\UWVY[HLPU[YVK\JPYSVLU\U[\IV*࠮
eppendorf. La digestión se realiza en dos pasos:
H7YLPUJ\IHJP}U![LYTVISVX\LH¢*TPULUɤSKLSI\ɈLY/?KPS\PKVLUHN\H
IPKLZ[PSHKH7HZHKVLZL[PLTWVYL[PYHTVZLSI\ɈLYKLWYLPUJ\IHJP}U`H|HKPTVZSHLUaPTH
I0UJ\IHJP}U![LYTVISVX\LH¢*TPULUɤSKLSHLUaPTH?IH0<ɤSWVYT\LZ-
[YHKPS\PKHLUI\ɈLY/
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Electroforesis
Una vez terminada la digestión, montar los cortes de bloque sobre los dientes del peine para la 
electroforesis. Preparar el gel con 150 ml de agarosa SeakemGold al 1% en TBE 0,5X. Atemperar 
la agarosa a 55 ºC antes de añadirla al molde en el que se ha colocado el peine. Condiciones de 
electroforesis en el CHEF Mapper para E. coli:
V(SNVYP[OT]\)࠮
<RISV^4࠮ RIOPNO4>
!SZVPUPJPHS\7࠮Z7\SZVÄUHS!Z ;PLTWV!O
Revelado del gel
;PUJP}UKLSNLSLUHN\HKLZ[PSHKHJVUɤSTSKLIYVT\YVKLL[PKPVKLSHZVS\JP}UZ[VJRTN
ml) durante 20-30 min en agitación. A continuación, eliminamos el baño y lavamos el gel al menos 
1 h en agua destilada en agitación. La captura de imagen de los geles para su posterior tratamiento 
con el programa BioNumerics se realizó con el sistema de fotodocumentación GelDoc (BioRad) y el 
programa Quantity One 4.6.3.
3.6Ensayo de virulencia en vivo
Los ensayos de experimentación animal realizados en la presente tesis se llevaron acabo siguien-
do la normativa Europea (Directiva 2010/63/UE relativa a la protección de los animales utilizados 
WHYHÄULZJPLU[xÄJVZ`5HJPVUHS9+WVYLSX\LZLLZ[HISLJLUSHZUVYTHZImZPJHZHWSPJH-
ISLZWHYHSHWYV[LJJP}UKLSVZHUPTHSLZ\[PSPaHKVZLUL_WLYPTLU[HJP}UV[YVZÄULZJPLU[xÄJVZPUJS\-
yendo la docencia). El protocolo utilizado fue previamente aprobado por el Comité de Bioética de la 
Universidade de Santiago de Compostela (AE-LU-002/12/INV MED.02/OUTROS 04).
El modelo de sepsis murino empleado para el estudio de la virulencia en vivo de las cepas está 
basado en el descrito originalmente por Picard y colaboradores (1999). Para nuestros ensayos utili-
zamos ratones SPF (specimen pathogen free) hembra RjOrl:Swiss de 3 a 4 semanas de vida (16-18 
g) suministrados por Janvier-Labs, que se acomodaron según condiciones normalizadas, con agua 
y alimento HKSPIP[\T, en lotes de 10 ratones por jaula. Todas las jaulas se mantuvieron en una uni-
dad tipo armario con presión negativa, ubicada en un espacio de uso exclusivo para llevar a cabo 
estas infecciones, dotado con un nivel de contención 2, y situado en el Animalario de Experimenta-
ción de la RIAIDT de la USC.
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3VZYH[VULZZLPUVJ\SHYVUWVY]xHZ\IJ\[mULHLUSHYLNP}UKLSJ\LSSVJVUɤSKLZ\ZWLUZP}U
bacteriana conteniendo aproximadamente 2x108 UFC (unidades formadoras de colonias) en fase 
exponencial de crecimiento. Se emplearon 10 ratones para cada cepa ensayada, y para validar 
cada  ensayo de letalidad, se incluyeron 2 cepas control inoculadas en 5 ratones cada una de ellas: 
la K-12 MG1655, que es una cepa comensal inocua, que no debe mostrar letalidad en los 7 días 
KLLUZH`V"`*-;X\LLZ\UHJLWH,_7,*X\LT\LZ[YH\UHSL[HSPKHKHSVSHYNVKLSVZ
días de ensayo. Los ratones supervivientes son eutanasiados el día 7 mediante dislocación cervical.
 La preparación de los inóculos bacterianos se realizó en cabinas de seguridad biológica Clase 
00LX\PWHKHZJVUÄS[YVZ/,7(`\[PSPaHUKVTH[LYPHSLZLZ[tYPSLZ3HZJLWHZKLE. coli utilizadas en los 
ensayos, asi como los controles positivos y negativos, fueron realizadas previamente en ML y TSA 
WHYHJVUÄYTHYX\LZL[YH[HIHKLJ\S[P]VZW\YVZ+LKPJOVZYLHPZSHTPLU[VZZLJLW}\UHJVSVUPHX\L
es con la que se trabajó en la preparación de inóculos:
Día 1: Siembra de las cepas en estría en medio LB Agar (Lennox L agar,  Invitrogen), incuba-
ción 37 ºC/24 h.
Día 2:9LJVNLY\UHJVSVUPHKL SHWSHJH3)(VJYLJPTPLU[VLX\P]HSLU[LJVUHZHKLɤS`
suspender en 10 ml de caldo LB contenidos en un tubo falcon de 50 ml e incubar 37 ºC/180 
rpm/24 h. Por cada ensayo se incluyó un tubo falcon con 10 ml de caldo LB sin inocular como 
control de esterilidad del medio.
Día 3: Observar el tubo control de caldo LB por si hubiese turbidez, lo que sería indicativo de 
contaminación del caldo, y si no se observa contaminación, centrifugar los cultivos de caldo 
LB en los tubos falcon (3500 rpm/15 min/T ª ambiente). Eliminar sobrenadante y resuspender 
LUTSKLZ\LYVÄZPVS}NPJVtZ[LYPSHNP[HYLU]VY[L_`KLU\L]VJLU[YPM\NHY  YWT
TPU;¡HTIPLU[L,SPTPUHYKLU\L]VLSZVIYLUHKHU[L`YLZ\ZWLUKLYJVUTSKLZ\LYVÄZPV-
lógico y agitar en vortex.
4LKPY SH HIZVYIHUJPHKLS PU}J\SVVI[LUPKVHUT`HQ\Z[HY HJVUZ\LYVÄZPVS}NPJV
Conservar las suspensiones a 4ºC hasta el momento de realizar la inoculación. La inoculación 
subcutánea, en la región del cuello, se realizó con jeringuillas de insulina, inoculando 200 µl 
(aproximadamente 2 x 108 UFC/200 µl). Para el control de letalidad se anotó la hora de inicio 
`ÄUHSPaHJP}UKLSHPUVJ\SHJP}UWHYHJHKHLUZH`VJVUVIQL[VKLSSL]HYLSJVU[YVSKLSL[HSPKHK
(<24h, >24-48h, >48h).
Para el contaje de las UFC inoculadas a los ratones, se hicieron diluciones seriadas de cada 
inóculo, sembrándose las diluciones 10-6 y 10-7 en dos placas de LBA cada una (100 µl/placa). 
Utilizando digralsky para la siembra, las placas se incubaron a  37 ºC/18-24 h. 
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Día 3-7: Tras la inoculación, los ratones fueron monitorizados e inspeccionados clínicamente 
varias veces al día durante al menos las 72 h post-inoculación, y a diario hasta el séptimo día 
post-inoculación, ajustándose la frecuencia en función del estado sanitario se registró la fecha 
y hora de cada muerte, así como cualquier incidencia clínica. En el séptimo día del ensayo se 
VIZLY]HYVUSHZSLZPVULZLUSVZZ\WLY]P]PLU[LZ`ZLZHJYPÄJHYVUWVYKPZSVJHJP}UJLY]PJHS
3HZJLWHZM\LYVUJSHZPÄJHKHZJVTV!
9mWPKHTLU[LSL[HSLZZPWYVK\JxHUSHT\LY[LKL࠮KLSVZYH[VULZPUVJ\SHKVZLUO
S[HTLU[LSL[HSLZZPWYVK\JxHUSHT\LY[LKL KLSVZYH[VULZPUVJ\SHKVZHSVSHYNVKLSVZ)࠮
siete días de ensayo.
3L[HSLZZPHSTLUVZWYVK\JxHUSHT\LY[LKLS࠮KLSVZYH[VULZPUVJ\SHKVZHSVSHYNVKLSVZ
siete días de ensayo.
3.7Análisis estadístico
Para determinar el grado de asociación estadística entre las variables en estudio, se aplicó el test 
KL-PZOLYJVUZPKLYHUKVZPNUPÄJH[P]VZ]HSVYLZPN\HSLZVTLUVYLZH7
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4.Resultados 
4.1Estudio I
Emergencia de nuevas variantes del grupo clonal ST131 entre cepas de E. coli productoras de 
ʹSHJ[HTHZHZKLLZWLJ[YVL_[LUKPKV,*)3,,JH\ZHU[LZKLPUMLJJPVULZL_[YHPU[LZ[PUHSLZ
,TLYNLUJLVMUL^]HYPHU[ZVM:;JSVUHSNYV\WHTVUNL_[YHPU[LZ[PUHSWH[OVNLUPJ,ZJOLYPJOPHJVSP
WYVK\JPUNL_[LUKLKZWLJ[Y\TʹSHJ[HTHZLZ
Dahbi G, Mora A, López C, Alonso MP, Mamani R, Marzoa J, Coira A, García-Garrote F, Pita JM, 
Velasco D, Herrera A, Viso S, Blanco JE, Blanco M, Blanco J. Int J Antimicrob Agents 42(4):347-51.
4.1.1 Aislados clínicos (cepas)
Se llevó a cabo un estudio prospectivo entre Enero y Abril del año 2012 en el Hospital Univer-
sitario Lucus Augusti (HULA). Se trata de un hospital de 740 camas que atiende a una población 
urbana y rural de 265.000 habitantes y es de referencia para otros dos hospitales regionales de los 
que dependen sanitariamente otras 118.000 personas. Durante los cuatro meses del estudio, se 
aislaron 1.763 cepas de E. coli de pacientes con infecciones del tracto urinario (ITU), sepsis y otros 
tipos de infecciones extraintestinales. Un total de 141 (8,0%) resultaron ser productoras de BLEE. 
Teniendo en cuenta que de muchos de los pacientes se obtuvieron varios aislados productores de 
BLEE de diferentes muestras, únicamente se incluyeron en el estudio 77 cepas aisladas de otros 
tantos pacientes eliminando los posibles duplicados. La mayoría procedían de ITUs (69 cepas) y 
únicamente cuatro de sepsis y otras cuatro de otro tipo de infecciones.
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4.1.2 Análisis realizados
Con respecto a los estudios previos realizados en el LREC-USC (Blanco et al. 2009 y 2013) como 
UV]LKHKZLPUJS\`LSHPKLU[PÄJHJP}UKL[VKHZSHZJLWHZKLSNY\WVJSVUHS:;6I66
6`KLV[YVZWVZPISLZZLYVNY\WVZPUJS\PKHZSHZ65;\[PSPaHUKV\UH7*9TS[PWSLLZWLJxÄJHKL
SNPs de los genes gyrB y mdh desarrollada por Johnson y colaboradores (2009). 
(KLTmZZLKL[LYTPU}LS[PWVKLLUaPTHZ)3,,ZLYV[PWVZNLULZKL]PY\SLUJPHNY\WVZÄSVNLUt-
[PJVZWLYÄSLZKL7-.,SHZZLJ\LUJPHZ[PWVWVY43:;ZPN\PLUKVSVZLZX\LTHZKL(JO[THU`KLS
Instituto Pasteur, y las resistencias a antibióticos en las cepas del grupo clonal ST13.
4.1.3 Prevalencia del grupo clonal ST131 y tipos de enzimas BLEE
Un total de 47 (61%) de las 77 cepas ECBLEE del estudio pertenecían al grupo clonal ST131: 41 
CTX-M-15, cuatro CTX-M-14, una CTX-M-1 y una CTX-M-27.
De las 47 cepas ST131, 28 (60%) procedían de pacientes ingresados en cinco residencias de 
ancianos (A, B, C, D y E), mientras que ninguna de las 30 cepas no-ST131 se aisló de pacientes 
ingresados en este tipo de instituciones (P < 0,001).
De la residencia A proceden las cepas FV17616, 17565, 17543, 17563, 17604, 17561, 17526, 
17541, 17583, 17618, 17557, 17536, 17602, 17607, 17592, 17534, 17564 y 17582; de la residencia 
B las cepas FV17613, 17605, 17608, 17620, 17546 y 17598; de la residencia C las cepas FV17578 
y 17621; y de las residencias D y E las cepas FV17558 y FV17539 respectivamente.
4.1.4 Serotipos de las cepas del grupo clonal ST131
El gen YMI6Ise detectó en 38 cepas pertenecientes al serotipo O25b:H4. De las nueve cepas 
ST131 restantes, siete resultaron ser ONT:H4 y dos del serotipo O16:H5.
4.1.5 Secuencias tipo de las cepas del grupo clonal ST131
La secuenciación de los siete genes (HKRM\T*N`Y)PJKTKOW\Y( y recA) del esquema de 
(JO[THU O[[W!TSZ[\JJPLTSZ[KIZ,JVSP JVUÄYT}X\L SHZJLWHZWYLZLU[HIHU YLHSTLU[L SH
secuencia tipo ST131. Cuando se secuenciaron los ocho genes (KPU) PJK( WHI) WVS) W\[7
[YW(, [YW) and \PK() del esquema del Instituto Pasteur (http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/
PF8/mlst/EColi.html) en 23 cepas ST131 representativas comprobamos que pertenecían a cinco 
secuencias tipo diferentes. Concretamente, 16 cepas pertenecían a la secuencia tipo PST43  (13 
O25b:H4 y 3 ONT:H4), cuatro cepas a la nueva secuencia tipo PST621 (tres O25b:H4 y una cepa
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ONT:H4),  y una cepa a las secuencias tipo PST506 (O16:H5), PST527 (O25b:H4) y PST625 (O16:H5). 
3HZZLJ\LUJPH [PWV7:;`7:; PKLU[PÄJHKHZLU SHZJLWHZ6I!/`65;!/]HYxHUUP-
camente  en la secuencia de uno y dos genes respectivamente  con respecto a PST43 también 
asociada con las cepas de dichos serotipos, mientras que las secuencias PST506 y PST625 ob-
servadas en las cepas del serotipo O16:H5 varían en las secuencias de cinco genes con respecto 
a PST43 y entre ellas en únicamente en un gen (Tabla 23).
Serotipo
ST
Achtman
MLST del Instituto Pasteur
PST dinB icdA pabB polB putP trpA trpB uidA
O25b:H4 y
ONT:H4
131
43 9 1 15 7 4 9 6 9
621
nuevo 9 234 15 7 4 9 6 9
O25b:H4 527 9 20 15 7 4 9 6 129
O16:H5
506 9 134 74 134 4 72 1 9
625
nuevo 9 134 74 134 4 162 1 9
Tabla 23
:LJ\LUJPHZ[PWVKLSLZX\LTHKLS0UZ[P[\[V7HZ[L\YKLSHZJLWHZKLSNY\WVJSVUHS:;
4.1.6 Genes de virulencia y virotipos de las cepas del grupo clonal 
ST131. Comparación con las cepas no ST131
3HZJLWHZKL,*)3,,M\LYVUHUHSPaHKHZWVY7*9WHYHSHWYLZLUJPHKLNLULZX\LJVKPÄ-
can para factores de virulencia típicos de cepas ExPEC que causan infecciones del tracto urinario, 
sepsis y meningitis (Tabla 24). 
8\PUJLNLULZKL]PY\SLUJPHM\LYVUZPNUPÄJH[P]HTLU[LHZVJPHKVZJVUSHZJLWHZ:;ÄT/, -
WHW(, WHW.00, HMHKYH)*, afaFM955459, JUM, sat, hlyA, P\J+, JO\(, RWZ400RWZ4002RWZ4002
malX y \ZW). Ocho de los cuales se han detectado en > 90% de las cepas ST131 (ÄT/, -WHW(, 
sat, P\J+, JO\(, RWZ400THS?`\ZW). 
100
ST131 
O25b:H4  (n=38)
ST131
ONTa:H4 (n=7)
ST131
O16:H5 (n=2)
Total
ST131 (n=47)
Total
no-ST131(n=30)
valor Pb 
ST131vs
no-ST131
Adhesinas
ÄT/ 38 (100%) 7 (100%) 2 (100%) 47 (100%) 26 (87%) 0,020
ÄT(]4; 0 0 0 0 9 (30%) <0,001
F10papA 37 (100%) 7 (100%) 2 (100%) 46 (98%) 0 <0,001
WHW,- 20 (53%) 1 (14%) 0 21 (45%) 13 (43%)
WHW.0 0 0 0 0 1 (3%)
WHW.00 20 (53%) 1 (14%) 0 21 (45%) 3 (10%) 0,001
WHW.000 0 0 0 0 4 (13%) 0,020
WHW.0= 0 0 0 0 0
ZMHMVJ+, 0 0 0 0 0
HMHKYH)* 15 (39%) 6 (86%) 0 21 (45%) 0 <0,001
afaFM955459 15 (39%) 6 (86%) 0 21 (45%) 0 <0,001
ITH, 0 0 0 0 0
gafD 0 0 0 0 0
Toxinas
JUÅ 13 (34%) 1 (14%) 0 14 (30%) 0 <0,001
cdtB 0 0 0 0 1 (3%)
sat 37 (97%) 7 (100%) 2 (100%) 46 (98%) 3 (10%) <0,001
hlyA 13 (34%) 1 (14%) 0 14 (30%) 1 (3%) 0,003
Sideróforos
P\J+ 38 (100%) 7 (100%) 2 (100%) 47 (100%) 16 (53%) <0,001
iroN 2 (5%) 0 0 2 (4%) 11 (33%) <0,001
JO\( 38 (100%) 7 (100%) 2 (100%) 47 (100%) 0 <0,001
Cápsulas
RWZ400 38 (100%) 7 (100%) 0 45 (96%) 8 (24%) <0,001
RWZ4002 15 (39%) 6 (86%) 0 21 (45%) 0 <0,001
RWZ4002 22 (58%) 1 (14%) 0 23 (49%) 7 (23%) 0,021
UL\*2 1 (2%) 0 0 1 (2%) 1 (3%)
RWZ4000 0 0 0 0 0
Otros
cvaC 1 (3%) 0 0 1 (2%) 6 (20%) 0,012
iss 2 (5%) 0 0 2 (4%) 12 (40%) <0,001
traT 24 (63%) 2 (29%) 2 (100%) 28 (60%) 17 (57%)
PIL( 1 (3%) 0 0 1 (2%) 0
THS?7(0 38 (100%) 7 (100%) 2 (100%) 47 (100%) 3 (10%) <0,001
usp 38 (100%) 7 (100%) 2 (100%) 47 (100%) 1 (3%) <0,001
tsh 0 0 0 0 3 (10%)
Estatus ExPEC 38 (100%) 7 (100%) 0 45 (96%) 11 (37%) <0,001
*LWHZJVUNLULZ
virulencia
26 (68%) 2 0 28 (60%) 1 (3%) <0,001
Media y (rango) de genes de 
virulencia
9,3 8,6 7 9,1 4,3
(7 a 11) (8 a 11) 7 (7 a 11) (1 a 8)
Tabla 24 
.LULZKL]PY\SLUJPHKLJLWHZ:;`UV:;
a 65;6UV[PWHISL
b :LT\LZ[YHUUPJHTLU[LSVZ]HSVYLZKL7#;LZ[L_HJ[VKL-PZOLY
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El estatus ExPEC entre las cepas del grupo clonal ST131 fue muchísimo más frecuente (96%) que 
entre las cepas no ST131 (37%) (P<0,001).
 
(KLTmZSHZJLWHZ:;L_OPIPLYVU\UZPNUPÄJH[P]VTH`VYUTLYVKLNLULZKL]PY\SLUJPH
(media 9,1) que las 30 cepas no ST131 (media 4,3). 
La diversidad de combinaciones de genes de virulencia encontrada entre las cepas no ST131 (25 
combinaciones entre 30 cepas) resultó ser claramente superior a la encontrada entre cepas ST131 
(10 combinaciones entre 47 cepas). Además, las combinaciones de genes de virulencia de las ce-
pas ST131 eran muy diferentes a las encontradas entre las cepas no ST131.
Al analizar las combinaciones de genes de virulencia observamos que 20 cepas ST131 presen-
[HYVUKVZU\L]VZ]PYV[PWVZX\LLULSWY}_PTVLZ[\KPVKLÄUPYLTVZJVTV¸]PYV[PWVZ,`-¹JHYHJ[L-
rizados por la presencia de los genes WHW.0I, sat, JUM, hlyA, RWZ4002 y WHW.00, sat, RWZ4002
respectivamente. 
Como en los estudios previamente realizados en el HULA, el virotipo A, caracterizado por la pre-
sencia de los genes HMHKYH)*, afaFM955459, sat  y  RWZ4002, fue el más frecuentemente identi-
ÄJHKVVIZLY]mUKVZLLUKLSHZJLWHZ:;
4.1.7 Pulsotipos (PFGE) de las cepas del grupo clonal ST131
(SHUHSPaHYSVZWLYÄSLZKLTHJYVYYLZ[YPJJP}UKLÄUPKVZJVUSHLUaPTH?IH0de las cepas del grupo 
clonal ST131, observamos una amplia heterogeneidad, con únicamente un 60,4% de similitud entre 
[VKVZSVZWLYÄSLZNLULYHKVZ5VVIZ[HU[LSHZJLWHZZLKPZ[YPI\`LYVULUZLPZNY\WVZ0=0JVU
85%, 83,1%, 90,3%, 84,2%, 88,9% y 82,4% de identidad. Los grupos II, III, IV y VI quedaron clara-
TLU[LKLÄUPKVZWVYZ\JVTIPUHJP}UJHYHJ[LYxZ[PJHKLNLULZKL]PY\SLUJPH(Figura 42). La mayoría 
de las cepas se englobaron en los grupos II, III y IV.
El grupo I incluye 2 cepas del serotipo O25b:H4 y de la secuencia tipo PST43 que producen dos 
tipos distintos de enzimas BLEE (CTX-M-15 y CTX-M-27) y presentan diferentes patrones de genes 
de virulencia.
En el grupo II se incluyen 12 cepas productoras de CTX-M-15 del virotipo E (11 O25b:H4 y una 
ONT:H4, con la nueva secuencia tipo PST621), 11 de las cuales presentaron la misma combinación 
de genes de virulencia: ÄT/, papGII, sat, cnf1, hlyA, P\J+,RWZ4002[YH[;THS? y \ZW. Diez cepas 
del grupo II presentaron una identidad  >85% y seis de estas 10 cepas procedían de pacientes in-
gresados en la misma residencia de ancianos (Residencia A).
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El grupo III incluye cinco cepas CTX-M-15 del serotipo O25b:H4 y la secuencia tipo PST43 po-
sitivas para los genes de virulencia: ÄT/, papGII, sat, P\J+, RWZ4002[YH;THS?y \ZW (virotipo F). 
Cuatro de las cinco cepas de este grupo eran aisladas de pacientes de la Residencia B.
El grupo IV está formado por 20 cepas CTX-M-15 con un 84,2% de identidad (14 O25b:H4 y seis 
ONT:H4, con la secuencia tipo PST43) que poseen una combinación de genes de virulencia carac-
terística: ÄT/, HMHKYH)*, sat, P\J+, RWZ4002THS? y \ZW(virotipo A). Diez (seis O25b:H4 y cuatro 
ONT:H4) de las 20 cepas de este grupo eran obtenidas de pacientes de la residencia A.
Por su parte el grupo V incluye únicamente 2 cepas que presentan el mismo serotipo (O25b:H4), 
secuencia tipo (PST43) y producen CTX-M-15, pero que poseen diferentes combinaciones de ge-
nes de virulencia.
Por último, el grupo VI incluye dos cepas productoras de CTX-M-14 del serotipo O16:H5 (PST506 
y ST625) con los genes de virulencia ÄT/, sat, P\J+,[YH;THS?`\ZW (virotipo C). Estas dos cepas 
procedían de pacientes ingresados en las residencias B y C.
4.1.8 Resistencias de las cepas del grupo clonal ST131 
Comparación con las cepas no ST131
Las tasas de resistencia al ácido nalidíxico (100% vs"7$JPWYVÅV_HJPUH vs 
70%; P<0,001), tobramicina (72% vs 33%; P=0,001), trimetoprim/sulfametoxazol (77% vs 57%; 
P=0,057) y fosfomicina (15% vs 0%; P=0,026) fueron mayores entre las cepas del grupo clonal 
ST131 que entre las cepas no ST131.
Figura 42WmNPUHHU[LYPVY
+LUKYVNYHTHJVUSVZWLYÄSLZKLTHJYVYYLZ[YPJJP}UW\SZV[PWVZVI[LUPKVZWVY7-.,LTWSLHUKVLSLUaPTH?IH0KLSHZ
JLWHZ:;,Z[HZJLWHZZLKPZ[YPI\`LYVULUZLPZNY\WVZ0H=0JVU  `KL
PKLU[PKHK:LPUKPJHLSJ}KPNVKLSHJLWHLSZLYV[PWVSHZLJ\LUJPH[PWVKLSLZX\LTHKLS0UZ[P[\[V7HZ[L\YLS[PWVKLLUaPTH
)3,,SVZNLULZKL]PY\SLUJPHSHZYLZPZ[LUJPHZ`LSNY\WV5(3mJPKVUHSPKP_PJV"*07JPWYVÅV_HJPUH":?;[YPTL[VWYPTZ\SMH-
TL[V_HaVS".,5NLU[HTPJPUH";6)[VIYHTPJPUH-6-MVZMVTPJPUH"(4*HTV_PJPSPUHmJPKVJSH]\SmUPJV
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4.2Estudio II
Epidemiología molecular del subclón H41 de E. coli O16:H5-ST131: comparación con los sub-
clones H30 y H30-Rx de O25b:H4-ST131.
4VSLJ\SHYLWPKLTPVSVN`HUK]PY\SLUJLVM,ZJOLYPJOPHJVSP6!/:;!*VTWHYPZVU^P[O/HUK
/9_Z\IJSVULZVM6I!/:;
Dahbi G, Mora A, Mamani R, López C, Alonso MP, Marzoa J, Blanco M, Herrera A, Viso S, Gar-
cía-Garrote F, Tchesnokova V, Billig M, de la Cruz F, de Toro M, González-López JJ, Prats G, Chaves 
F, Martínez-Martínez L, López-Cerezo L, Denamur E, Blanco J. Int J Med Microbiol 304(8):1247-57.
En el estudio previo (4.1. Estudio I) aunque empleamos una PCR capaz de detectar todas las 
variantes del grupo clonal ST131, desconocíamos los subclones a los que pertenecían las cepas. 
(KLTmZKPZWVUxHTVZUPJHTLU[LKLKVZJLWHZKLSZLYV[PWV6!/X\LUVLYHUZ\ÄJPLU[LZWHYH
poder comparar sus características con las aisladas en otros países y con las del serotipo O25b:H4. 
7VYLSSVWSHUPÄJHTVZLSWYLZLU[LLZ[\KPVLULSX\LJVUZLN\PTVZ\UHJVSLJJP}UKLJLWHZKLS
serotipo O16:H5 que comparamos con 127 cepas del serotipo O25b:H4, estableciendo los subclo-
nes.
Según nuestra información, este estudio es el primero realizado en Europa en el que se investi-
ga la prevalencia y los genotipos de cepas ST131 del serotipo O16:H5 y se comparan con cepas 
ST131 del serotipo O25b:H4 y sus subclones H30 y H30-Rx.
4.2.1 Aislados clínicos (cepas)
Los 2.995 aislados de E. coli analizados en este estudio procedían de cinco hospitales de diferen-
tes regiones (Lugo, Barcelona, Santander, Madrid y Sevilla) y fueron obtenidos entre los años 2005 
y 2012. Únicamente se incluyó en el estudio un aislado por paciente con infección urinaria, sepsis 
u otra infección extraintestinal. Se trataba de aislados de E. coli clínicamente relevantes obtenidos 
de pacientes no hospitalizados y de pacientes ingresados de todos los grupos de edad. 
En la Tabla 25 se muestra la distribución y el origen clínico por hospital. Como se puede ver en 
algunos muestreos se incluyeron únicamente aislados de ECBLEE y en otros todos los aislados de 
E. coli independientemente de que fuesen resistentes o sensibles a los antibióticos. Entre los aisla-
dos analizados también se incluyeron los 77 del estudio anterior.
3VZKH[VZYLÅLQHUSHWYL]HSLUJPHYLHSKLSVZKPMLYLU[LZZLYV[PWVZ`Z\IJSVULZKL:;LU[YLHPZ-
lados de ITUs, sepsis y otros tipos de infecciones extraintestinales.
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Tipo
de
estudio
Hospitala
Año
muestreo
clínico
Nº de 
aislados
Nº.ST131 (%)
Referencias
O25b:H4
subción
H30
subción
H30-Rx
O16:H5
Estudio multicéntrico
100 aislados consecuti-
vos de E.coli clínicamen-
te relevantes obtenidos 
en cada hospital. UTI 
(84%). Prevalencia EC-
BLEE 7%
Lucus
Augusti
2009b 500 59 (12%) 43 (9%) 16 (3%) 8 (2%)
Blanco et al. 
2001
Vall 
d´Hebron
Marqués de 
Valdecilla
12 Octubre
Virgen 
Macarena
100 aislados conse-
cutivos de ECBLEE 
clínicamente relevantes 
obtenidos en cada hos-
pital. UTI (75%)
Lucus
Augusti
2009b 500 142 (28%) 126 (25%) 120 (24%) 11 (2%)
Dahbi et al. 
2014
Vall 
d´Hebron
Marqués de 
Valdecilla
12 Octubre
Virgen 
Macarena
Estudios locales
ECBLEE obtenidos de 
ITU (72%) y otras infec-
ciones extraintestinales
Lucus 
Augusti
2006 a 2008 354 77 (22%) 76 (21%) 76 (21%) 0
Blanco et al. 
2009
ECBLEE obtenidos de 
ITU (73%) y otras infec-
ciones extraintestinales
Vall d´
Hebron
2008 94 30 (32%) 19 (20%) 18 (19%) 0
Coelho et al. 
2011
Aislados de E.coli cau-
santes de bacteremia. 
Prevalencia ECBLEE 
4,4%
Lucus 
Augusti
2005 a 2010 1470 110 (7%) 73 (5%) 30 (2%) 6 (0,4%)
Dahbi et al. 
2014
ECBLEE obtenidos de 
ITU (90%) y otras infec-
ciones extraintestinales
Lucus 
Augusti
2012 77 38 (49%) 44 (57%) 42 (54%) 2 (3%)
Dahbi et al. 
2013c
Número total de aislados de E.coli 2005 a 2012 2995 456 (15%) 381 (13%) 302 (10%) 27 (0,9%)
Total ECBLEE 1125 320 (28%) 295 (26%) 286 (25%) 14 (1%)
Total no- ECBLEE 1870 136 (7%) 86 (5%) 16 (0,9%) 13 (0,7%)
Tabla 25 
6YPNLUKLSHZJLWHZ6!/:;JHYHJ[LYPaHKHZLULSLZ[\KPV`WYL]HSLUJPHKLJLWHZ:;`KLSVZZ\IJSVULZ H
`H9_
a 7HY[PJPWHYVUJPUJVOVZWP[HSLZKLKPMLYLU[LZYLNPVULZKL,ZWH|H!/VZWP[HS<UP]LYZP[HYPV3\J\Z(\N\Z[PKL3\NV=HSSK/LIYVUKL)HYJLSVUH4HYX\tZKL
=HSKLJPSSHKL:HU[HUKLY6J[\IYLKL4HKYPK`=PYNLU4HJHYLUHKL:L]PSSH
b :LZLSLJJPVUHYVUSVZWYPTLYVZHPZSHKVZKLE. coliJSxUPJHTLU[LYLSL]HU[LZLUJHKHOVZWP[HS,*)3,,`HJVU[PU\HJP}UV[YVZJVUZLJ\[P]VZ
KL,*)3,,
c :PL[LHPZSHKVZ:;M\LYVU65;!/`WLY[LULJPLYVUHSZ\IJS}U H9_
56;(!7VYJHKHWHJPLU[LZLZLSLJJPVU}\UHUPJHJLWH
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4.2.2 Análisis realizados
0KLU[PÄJHJP}UKLSHZJLWHZ:;PUJS\`LUKVSVZZ\IJSVULZH30 y H30-Rx
Un total de 2.995 aislados de E. coli M\LYVUHUHSPaHKVZWHYH SH PKLU[PÄJHJP}UKLSNY\WVJSVUHS
:;\[PSPaHUKV\UH7*9TS[PWSLLZWLJxÄJHKL:57ZKLSVZNLULZgyrB y mdh desarrollada por 
1VOUZVU`JVSHIVYHKVYLZ 3HZJLWHZ:;HZxPKLU[PÄJHKHZZLLUZH`HYVUJVUSH[YPWSL7*9
X\LHTWSPÄJHSVZNLULZafa FM955459, YMI6I y ISH*;?4 gene 3´end (Blanco et al. 2009).
;VKHZSHZJLWHZ:;KL[LJ[HKHZZLLUZH`HYVU[HTIPtUJVUJLIHKVYLZLZWLJxÄJVZWHYHHTWSP-
ÄJHYLSHSLSVÄT/JVKPÄJHWHYH\UH]HYPHU[LKLSHHKOLZPUHÄTIYPHS[PWVLPKLU[PÄJHYLSZ\IJS}U
H30 (Colpan et al. 2013). 
Dentro del subclón HZLPKLU[PÄJHYVUSHZJLWHZKLSZ\IJS}U H30-Rx usando otra PCR especí-
ÄJHWHYH\U:57.(KLU[YVKLSNLU`II>JVKPÄJHHSHU[VxUH)HULYQLLet al. 2013b). 
(KLTmZZLKL[LYTPU}LS[PWVKLLUaPTHZ)3,,ZLYV[PWVZNLULZKL]PY\SLUJPHNY\WVZÄSVNLUt-
[PJVZWLYÄSLZKL7-.,SHZZLJ\LUJPHZ[PWVWVY43:;ZPN\PLUKVSVZLZX\LTHZKL(JO[THU`KLS
Instituto Pasteur, y las resistencias a antibióticos en las cepas del grupo clonal ST131.
4.2.3 Prevalencia del grupo clonal ST131 y de los subclones H30 y 
H30-Rx
Un total de 490 (16%) de los 2.995 aislados de E. coli obtenidos de muestras clínicas de cinco 
hospitales españoles entre los años 2005 y 2012 resultaron pertenecer al grupo clonal ST131 (Tabla 
25). El grupo clonal ST131 fue más prevalente entre los aislados de ECBLEE (341/1125; 30%) que 
entre los aislados no productores de BLEE (149/1870; 8%) (P < 0,001). 
3HZ JLWHZ:;WLY[LULJPLYVUHSNY\WVÄSVNLUt[PJV)` M\LYVUWVZP[P]HZWHYH
el gen rfbO25b y eran del serotipo O25b:H4. De las 34 cepas no O25b, 27 pertenecieron al serotipo 
O16:H5 y siete resultaron ser ONT:H4. La secuenciación de los siete genes del esquema MLST de 
(JO[THUJVUÄYT}LSLZ[H[\Z:;KLSHZJLWHZUV6I
La mayoría (381/490; 78%) de las cepas ST131 pertenecían al subclón H30, y 302 (79%) de las 
381 cepas H30 eran del subclón H30-Rx. 
Entre los 1.125 aislados ECBLEE, 295 (26%) representaron el subclón H30, y 286 (97%) de estos 
eran H30-Rx. En contraste, entre  los 1.870 aislados no productores de BLEE, únicamente 86 (5%) 
representaron el subclón H30  (P < 0,001), y solamente 16 (18%) de estos eran H30-Rx (P < 0,001) 
(Tabla 25).
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,S [PWV KL LUaPTH )3,, ]HYPHIH ZPNUPÄJH[P]HTLU[L KLWLUKPLUKV KLS Z\IJS}U JVU LS LUaPTH
CTX-M-15 claramente asociado al subclón H30-Rx. Así, las 286 cepas H30-Rx productoras de 
BLEE eran CTX-M-15 positivas. Cabe destacar que las siete cepas  ONT:H4 ST131 eran del sub-
clón H30-Rx y producían CTX-M-15. 
Dentro de la colección de los 2.995 aislados analizados, las cepas O16:H5-ST131 representaron 
el 0,9% comparado con el 15% de las cepas O25b:H4-ST131.
*VUYLZWLJ[VHS[PWVKLT\LZ[YHJSxUPJHKLSHX\LWYVJLKxHUSHZJLWHZ6!/:;ZPNUPÄJHY
que predominaban las de infecciones del tracto urinario (19 casos) y de sepsis (7 casos). Un total de 
15 cepas procedían de infecciones comunitarias (incluyendo infecciones asociadas con cuidados 
sanitarios especiales y de pacientes de residencias) y  12 de infecciones nosocomiales (aislados 
obtenidos de infecciones ocurridas 48 h después de la admisión hospitalaria). Dos de las cepas 
O16:H5-ST131 habían sido obtenidas de pacientes ingresados en residencias.
4.2.4 Alelos ÄT/ de las cepas ST131
El análisis de las secuencias nucleotídicas de los alelos ÄT/ fue realizado en las 27 cepas de-
tectadas del serotipo O16:H5 y en un grupo representativo de 127 cepas del serotipo O25b:H4, 
incluyendo BLEE (n=74) y no BLEE (n=53) de cinco diferentes hospitales (Blanco et al. 2011; Coelho 
et al. 2011; Dahbi et al. 2013) (Tabla 26). 
:LPKLU[PÄJHYVUU\L]LHSLSVZÄT/ diferentes entre las 154 cepas ST131. Las 27 cepas O16:H5-
ST131 presentaban el alelo ÄT/41, mientras que 99 (78%) y 20 (16%) de las cepas O25b:H4-ST131 
presentaban los alelos ÄT/30 y ÄT/22, respectivamente (P < 0,001/ P = 0,01, respectivamente).
Siete cepas O25b:H4-ST131 tenían derivados mutantes del alelo ÄT/22 (ÄT/207, ÄT/324, 
ÄT/375, ÄT/376, ÄT/378) y una cepa el derivado mutante ÄT/381 del alelo ÄT/30 (Tablas 26 
y 27 y Figura 43).
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Figura 43 
ÍYIVSÄSVNLUt[PJVLSHIVYHKVHWHY[PYKLSHZZLJ\LUJPHZU\JSLV[xKPJHZKLSVZHSLSVZÄT/KLSHZJLWHZ:;4t[VKV<7.4(
KPZ[HUJPHZWUVJVYYLNPKHZKL4,.(
Alelo ÄT/ O16:H5(n=27)
O25b:H4
(n=127) Valor P
c
ÄT/ 27 (100%) 0 <0,001
ÄT/ 0 99 (78%) <0,001
ÄT/a 0 1 (0.8%)
ÄT/ 0 20 (16%) 0,01
ÄT/I 0 1 (0.8%)
ÄT/I 0 3 (2%)
ÄT/b 0 1 (0.8%)
ÄT/I 0 1 (0.8%)
ÄT/I 0 1 (0.8%)
Tabla 26
Alelos ÄT/KLJLWHZ:;KLSVZZLYV[PWVZ6!/`6I!/
a +LYP]HKVT\[HU[LKLSHSLSVÄT/
b +LYP]HKVT\[HU[LKLSHSLSVÄT/22.
c:LT\LZ[YHUUPJHTLU[LSVZ]HSVYLZKL7#;LZ[L_HJ[VKL-PZOLY
3HZKPMLYLUJPHZZPNUPÄJH[P]HZZLKLZ[HJHULUULNYPSSH
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4.2.5 Secuencias tipo del esquema MLST del Instituto Pasteur de las 
cepas ST131
Se determinaron las secuencias tipo por el esquema del Instituto Pasteur de 69 cepas ST131 (27 
O16:H5 y 42 O25b:H4). La selección de las 42 cepas O25b:H4 representativas se basó en los viro-
tipos y en los alelos ÄT/, de tal forma que estuviesen representadas todas las variantes diferentes 
posibles. 
:LPKLU[PÄJHYVUZPL[LZLJ\LUJPHZ[PWV7HZ[L\Y7:;(Tabla 28). Las 27 cepas del serotipo O16:H5 
TVZ[YHYVU7:;ZLZWLJxÄJHZ!7:; JLWHZ`KVZ]HYPHU[LZKL\UUPJVSVJ\Zde PST506 
(PST567 y PST625). La mayoría de las cepas del serotipo O25b:H4 (33 de 42; 79%) presentaron 
la secuencia tipo PST43 (20 cepas H30, 16 cepas H30-Rx y 13 cepas H22). Ocho cepas O25b:H4 
presentaron variantes de un único SVJ\Zde PST43 (5 PST9 y 3 PST621). Cuatro cepas PST9 eran 
del subclón H22 y las tres cepas PST621 pertenecían al subclón H30-Rx. Por último, una cepa 
O25b:H4 del subclón H22 presentó la secuencia tipo PST527 (una doble SVJ\Z variante de PST43).
4.2.6 Resistencias y enzimas BLEE de las cepas ST131
El análisis de resistencias fue realizado en las 27 cepas O16:H5 y en las 127 cepas representati-
vas O25b:H4. Las cepas del serotipo O16:H5 presentaron diferentes tasas de resistencia compara-
KHZJVUSHZKLSHZJLWHZ6I!/:;ZPLUKVZPNUPÄJH[P]HTLU[LTH`VYLZWHYHSHNLU[HTPJPUH
(59% vs 7#`ZPNUPÄJH[P]HTLU[LTLUVYLZWHYHSHJPWYVÅV_HJPUHvs 78%) (P < 
0,001) (Tabla 29). 
Entre las 27 cepas O16:H5, 13 (48%) producían CTX-M-14; mientras que ninguna de las cepas 
O16:H5 resultó positiva para la enzima CTX-M-15. En contraste, 59 (46%) de las cepas O25b:H4-
ST131 eran CTX-M-15 (P < 0,001) y únicamente 3 (2%) CTX-M-14 (P < 0,001). La producción de 
LUaPTH*;?4ZLHZVJP}ZPNUPÄJH[P]HTLU[LJVULSZ\IJS}UH30-Rx (85% H30-Rx vs 0% H30 
no-Rx vs 0% H22) (P < 0,001). 
,S [PWV KL LUaPTH )3,, ]HYPHIH ZPNUPÄJH[P]HTLU[L KLWLUKPLUKV KLS Z\IJS}U JVU LS LUaPTH
CTX-M-15 claramente asociado al subclón H30-Rx. Así, las 286 cepas H30-Rx productoras de 
BLEE eran CTX-M-15 positivas. Cabe destacar que las siete cepas ONT:H4 ST131 eran del subclón 
H30-Rx y que producían CTX-M-15. 
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También se encontraron diferentes patrones de resistencias asociados con los distintos alelos 
ÄT/`Z\IJSVULZLUSHZJLWHZ6I!/(ZxSHZYLZPZ[LUJPHZHSHJPWYVÅV_HJPUH[YPTL[VWYPTZ\SMH-
TL[OV_HaVSNLU[HTPJPUH`[VIYHTPJPUHZLHZVJPHYVUZPNUPÄJH[P]HTLU[LJVUSHZJLWHZKLSZ\IJS}U
H30 (P < 0,05 para todas las comparaciones) en comparación con el subclón H22. Las tasas de 
resistencia también variaban entre los subclones H30-Rx y H30 no-Rx, mostrando las cepas H30-
Rx una mayor tasa de resistencia al trimetoprim/sulfamethoxazol (P = 0,03) y  a la tobramicina (P < 
0,001). En contraste, las cepas H30 no-Rx mostraron una tasa de resistencia mayor a la gentami-
cina (P = 0,03).
4.2.7 Genes de virulencia de las cepas ST131
Las 27 cepas O16:H5 y un grupo representativo de 127 cepas O25b:H4 se analizaron por PCR 
WHYHSHWYLZLUJPHKLNLULZX\LJVKPÄJHUWHYHMHJ[VYLZKL]PY\SLUJPHKL,_7,*X\LJH\ZHU0;<Z
sepsis y meningitis (Tabla 30).
De los 32 genes investigados, únicamente el gen RWZ4002ZLHZVJP}ZPNUPÄJH[P]HTLU[LJVUSHZ
cepas O16:H5 (70% positivas), mientras que 12 genes de virulencia (WHW,-, WHW.00, WHW.000, afa-
FM955459,JUM, hlyA, P\J+, iroN, RWZ4002, cvaC, iss e PIL(ZLHZVJPHYVUZPNUPÄJH[P]HTLU[LJVU
las cepas O25b:H4-ST131. No obstante, el gen RWZ4002 también se encontró frecuentemente 
(44%) entre las cepas O25b:H4 del subclón H30-Rx.
Más de la mitad de las cepas O16:H5 (56%) mostraron el estatus ExPEC, presentando dos o más 
de los siguientes cinco genes de virulencia: WHW,-, ZMHMVJ+,, HMHKYH)*, P\J+ y RWZ400) (Johnson 
et al.:PULTIHYNVLSLZ[H[\Z,_7,*M\LZPNUPÄJH[P]HTLU[LTmZWYL]HSLU[LLU[YLSHZJLWHZ
O25b:H4 (81%) (P < 0,01) y especialmente entre las cepas del subclón O25b:H4 H30-Rx (97%). 
Además, las cepas O25b:H4 exhibieron un mayor número de genes de virulencia (media 8,5 vs 6,4) 
que las cepas O16:H5. Así, 80 (63%) de las 127 cepas O25b:H4 llevaban al menos ocho de los 
genes de virulencia investigados vs ninguna de las 27 cepas O16:H5 (P < 0,001).
4.2.8 Virotipos de las cepas ST131
En la Tabla 31ÄN\YHLSU\L]VLZX\LTHKL]PYV[PWHKVWYVW\LZ[VLUIHZLHSHWYLZLUJPHVH\ZLU-
cia de los siguientes genes de virulencia: HMHKYH)*, afaFM955459, iroN, sat,  PIL(,  WHW.00, WHW.
III, cnf1, hlyA, cdtB, UL\*-K1, RWZ4002 y RWZ4002. Dicho esquema incluye 13 virotipos y sub-
tipos. Con respecto al estudio de Blanco y colaboradores (2013), en el que se desarrolla un primer 
esquema basado en los genes afaFM955459, iroN, sat e PIL( y con únicamente cuatro virotipos (A, 
B, C y D), ahora se proponen tres subtipos del virotipo C (C1, C2 y C3) y cinco subtipos del virotipo 
D (D1, D2, D3, D4 y D5), y se introducen los nuevos virotipos E, F y G.
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El virotipo C1 se observó exclusivamente entre las cepas del serotipo O16:H5 mientras que los 
virotipos B, C2, D1, D2, D3, D4, D5, E, F y G se encontraron exclusivamente entre las cepas del 
serotipo O25b:H4. Destacar, que 14 (52%) de las 27 cepas O16:H5-ST131 mostraron el virotipo C1 
vs ninguna de las cepas O25b:H4-ST131 (P < 0,001). En contraste, el segundo virotipo (C3) más 
frecuentemente detectado entre las cepas O16:H5-ST131 (26%) fue también detectado con una 
MYLJ\LUJPHZPNUPÄJH[P]HLU[YLSHZJLWHZ6I!/:;
También resaltar, que 30 de las 31 cepas del virotipo A, 14 de las 17 cepas del virotipo B, 13 de 
las 14 cepas del virotipo E, y las 11cepas de los virotipos F y G, pertenecían al subclón H30-Rx. Los 
virotipos A, B, E, F y G se detectaron en el 44%, 21%, 19% y 10% de las cepas H30-Rx, respectiva-
mente. En contraste, la mayoría de las cepas H30 no-Rx eran de los virotipos C2 (39%) y C3 (45%). 
Las diferencias observadas en la prevalencia de estos virotipos entre los subclones H30-Rx y H30 
UV9_[LUxHUZPNUPÄJHJP}ULZ[HKxZ[PJHLU[VKVZSVZJHZVZTLUJPVUHKVZ (Tabla 31). Las 20 cepas 
con el alelo ÄT/22 pertenecían a los virotipos D1, D2, D4 y D5. Entre las cepas del ESTUDIO III de 
esta Tesis Doctoral también se describen dos aislados ÄT/22 del virotipo D3. Por lo tanto el alelo 
ÄT/22 se detectó únicamente entre cepas del virotipo D y subtipos del mismo.
4.2.9 Pulsotipos (PFGE) de las cepas ST131
Se observó una notable diversidad genética entre las 27 cepas O16:H5-ST131 del presente estu-
KPV`HX\LZLPKLU[PÄJHYVUWLYÄSLZKPMLYLU[LZTLKPHU[L7-.,,SKLUKYVNYHTHKLSHFigura 44 
KVUKLZLJVTWHYHUSVZWLYÄSLZKLTHJYVYLZ[YPJJP}UNLULYHKVZWVYLSLUaPTH?IH0KLSHZJLWHZ
O16:H5-ST131 muestra una similitud de únicamente un 68,4%. Las cepas O16:H5-ST131 se distri-
buyen en cuatro grupos (I a IV) con identidades del 94,1%, 79,7%, 82,5% y 81%, respectivamente. 
+LZ[HJHYX\LZLPZKLSHZZPL[LJLWHZ6!/:;YLZPZ[LU[LZHSHJPWYVÅV_HJPUKLS]PYV[PWV*
permanecieron juntas en el grupo IV. 
La Figura 45T\LZ[YHSVZWLYÄSLZKLTHJYVYLZ[YPJJP}UKL7-.,KLSHZJLWHZ:;HUHSPaH-
das. Las cepas de los serotipos O16:H5 y O25b:H4 se distribuyen  separadamente. El dendrograma 
de PFGE- XbaI reveló siete clusters principales (I a VII) agrupándose las cepas que compartían el 
virotipo, el alelo ÄT/ y el estatus H30-Rx, lo que sugiere una base clonal para los virotipos. Así, el 
cluster I agrupa 27 cepas O25b:H4, 25 cepas ÄT/22 (o derivados mutacionales del alelo ÄT/22) 
de los virotipos D1, D2, D4 o D5. El cluster II incluye 11 cepas O25b:H4 H30-Rx del virotipo E. El 
cluster III cinco cepas O25b:H4 H30-Rx del virotipo F. El cluster IV 13 cepas O25b:H4 H30-Rx del 
virotipo B. El cluster V 34 cepas O25b:H4 ÄT/30 (y el derivado mutacional ÄT/381), 25 cepas de 
los virotipos C2 y C3 y siete cepas del subclón H30-Rx. El cluster VI, 28 cepas O25b:H4 H30-Rx del 
virotipo A. Por último, el cluster VII incluye 27 cepas O16:H5 ÄT/41, 21 de las cuales pertenecen 
a los virotipos C1 y C3.
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+LUKYVNYHTHNLULYHKVJVUSVZWLYÄSLZKLTHJYVYYLZ[YPJJP}UW\SZV[PWVZVI[LUPKVZWVY7-.,LTWSLHUKVLSLUaPTH?IH0KL
JLWHZ:;!KLSZLYV[PWV6!/`KLSZLYV[PWV6I!/:LPUKPJHLSJ}KPNVKLSHJLWHLSZLYV[PWVLS]PYV[P-
WVLS[PWVKLLUaPTH)3,,LSH|VKLHPZSHTPLU[VSHJP\KHKSVZNLULZKL]PY\SLUJPHSHZYLZPZ[LUJPHZ`LSZ\IJS}UH9_
5(3mJPKVUHSPKP_PJV"*07JPWYVÅV_HJPUH":?;[YPTL[VWYPTZ\SMHTL[V_HaVS".,5NLU[HTPJPUH";6)[VIYHTPJPUH-6-MVZ-
MVTPJPUH"(4*HTV_PJPSPUHmJPKVJSH]\SmUPJV5VZLPUKPJHUSHZYLZPZ[LUJPHZHSVZHU[PIP}[PJVZуSHJ[mTPJVZJVUSHL_JLWJP}U
SH(4*,SKLUKYVNYHTHZLVI[\]VJVULSHSNVYP[TV<7.4(IHZHKVLULSJVLÄJPLU[LKLZPTPSP[\K+0*,`HWSPJHUKV\UUP]LS
KL[VSLYHJPHKLSWHYHSHWVZPJP}UKLSHIHUKH
-PN\YHPUJS\xKHLUSHJVWPHKL*+WHYH\UHTLQVY]PZ\HSPaHJP}U
4.3Estudio III
Virulencia de cepas de E. coli ST131 O16:H5 y O25b:H4 pertenecientes a diferentes virotipos 
y subclones en un modelo de sepsis murino.
=PY\SLUJLWH[[LYUZPUHT\YPULZLWZPZTVKLSVM:;,ZJOLYPJOPHJVSPJSPUPJHSPZVSH[LZILSVUNPUN[V
ZLYV[`WLZ6I!/HUK6!/HYLHZZVJPH[LK[VZWLJPÄJ]PYV[`WLZ
Mora A, Dahbi G, López C, Mamani R, Marzoa J, Dion S, Picard B, Blanco M, Alonso MP, Denamur 
E, Blanco J. PLoS One 30;9(1):e87025.
4VSLJ\SHYLWPKLTPVSVN`HUK]PY\SLUJLVM,ZJOLYPJOPHJVSP6!/:;!*VTWHYPZVU^P[O/HUK
/9_Z\IJSVULZVM6I!/:;
Dahbi G, Mora A, Mamani R, López C, Alonso MP, Marzoa J, Blanco M, Herrera A, Viso S, Gar-
cía-Garrote F, Tchesnokova V, Billig M, de la Cruz F, de Toro M, González-López JJ, Prats G, Chaves 
F, Martínez-Martínez L, López-Cerezo L, Denamur E, Blanco J. Int J Med Microbiol 304(8):1247-57.
4.3.1 Cepas investigadas
Se seleccionaron un total de 36 cepas de E. coli del grupo clonal ST131 aisladas de pacientes 
con infecciones extraintestinales en diferentes hospitales españoles entre los años 2005 y 2012. La 
selección se realizó entre más de 700 cepas ST131 siguiendo como criterio que estuviesen repre-
sentados los virotipos A, B, C1, C2, C3, D1, D2, D3, D4, D5, E, F y G, los subclones  H22, H30 y 
H41, y los serotipos O25b:H4 y O16:H5. 
Entre las 36 cepas seleccionadas, se incluyeron 26 del serotipo O25b:H4 (14 del subclón H30-Rx, 
11 del subclón H22 y una del subclón H27) y 10 del serotipo O16:H5 y del subclón H41. Un total de 
24 de las 36 cepas ST131 seleccionadas eran productoras de BLEE (Tabla 32).
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4.3.2 Análisis realizados
Se investigó la virulencia in vivo de las cepas ST131 seleccionadas en un modelo de sepsis muri-
no. Para ello se registró el estado clínico de los animales y se determinó el número total de ratones 
que murieron durante los siete días del ensayo. 
3HZJLWHZM\LYVUJSHZPÄJHKHZJVTV!
9mWPKHTLU[LSL[HSLZZPTVYxHU࠮KLSVZYH[VULZLUO
S[HTLU[LSL[HSLZZPTVYxHU KLSVZYH[VULZLUSVZZPL[LKxHZ)࠮
3L[HSLZZPHSTLUVZTVYxHULS࠮KLSVZYH[VULZLUSVZZPL[LKxHZ
4.3.3 Virulencia in vivo
De las 36 cepas ST131 ensayadas, 7 (19%) fueron rápidamente letales, 21 (58%)  altamente le-
tales y 27 (75%) mataron al menos el 50% de los ratones inoculados; no observándose diferencias 
entre las cepas de los serotipos O25b:H4 y O16:H5 (Tabla 33).  No obstante, al analizar los sub-
clones se aprecio una asociación de la rapidez en la letalidad con las cepas del subclón H30-Rx y 
especialmente con el virotipo A, y los genes afaFM955459, sat y RWZ4002 (Tabla 34).
Destacar que las dos cepas que presentaron el mayor número de genes de virulencia (13 genes) 
únicamente presentaron una letalidad del 50%, mientras que una cepa con únicamente cinco ge-
nes de virulencia presentó una letalidad del 100%, dos cepas que tenían seis genes una letalidad 
del 90% y cuatro cepas que tenían únicamente siete genes de virulencia una letalidad del 100% 
(Tabla 32).
Llama la atención la baja virulencia in vivo de las cepas O25b:H4 H30-Rx del virotipo E, especial-
mente si se compara con la elevada virulencia de las cepas O25b:H4 H30-Rx del virotipo F, ya que 
las cepas de ambos virotipos comparten ocho de los genes de virulencia y las del virotipo E portan 
adicionalmente los genes JUM y hlyA.
;HISHWmNPUHZPN\PLU[L
a 5TLYVKLYH[VULZT\LY[VZLUOWVZ[PUMLJJP}U3HZJLWHZZLJSHZPÄJHYVUJVTVYmWPKHTLU[LSL[HSLZZPSHSL[HSPKHKLYHLUO
b5TLYVKLYH[VULZT\LY[VZLUOWVZ[PUMLJJP}U
c 5TLYV[V[HSKLYH[VULZX\LT\YPLYVUK\YHU[LSVZKxHZKLSL_WLYPTLU[V
d5TLYV[V[HSKLYH[VULZX\LT\YPLYVUK\YHU[LSVZKxHZKLSL_WLYPTLU[V3L[HSPKHKÄUHSUTLYVKLYH[VULZX\LZVIYL]P]PLYVUWLYVJVUSLZPVULZPUÅH-
mación aguda en la región de inoculación).
e ,Z[H[\Z,_7,*KLÄUPKVWVYSHWYLZLUJPHKLKLSVZZPN\PLU[LZNLULZ!WHW,-ZMHMVJ+,HMHKYH)*P\J+`RWZ400.
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Características Número de cepas ensayadas
Rápidamente letales 
OT\LY[LZ
Altamente letales 
 T\LY[LZ
Total letales
T\LY[LZ
Total ST131 36 7 (19%) 21 (58%) 27 (75%)
Serotipos
O25b:H4 26 5 (19%) 15 (58%) 19 (73%)
O16:H5 10 2 (20%) 6 (60%) 8 (80%)
Subclones
H30-Rx 14 5 (36%) 9 (64%) 10 (71%)
/ 11 0 5 (45%) 8 (73%)
/ 1 0 1 (100%) 1 (100%)
/ 10 2 (20%) 6 (60%) 8 (80%)
Virotipos
A 3 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%)
B 2 1 (50%) 2 (100%) 2 (100%)
C1 3 1 (33%) 2 (67%) 3 (100%)
C2 2 1 (50%) 2 (100%) 2 (100%)
C3 3 0 2 (67%) 3 (100%)
D1 2 0 2 (100%) 2 (100%)
D2 2 0 1 (50%) 1 (50%)
D3 2 0 0 1 (50%)
D4 3 0 2 (67%) 2 (67%)
D5 2 0 0 2 (100%)
E 3 0 0 0
F 3 1 (33%) 2 (67%) 3 (100%)
G 2 0 1 (50%) 1 (50%)
NT 4 0 2 (50%) 2 (50%)
Genes  de virulencia
HMHKYH)* 7 3 (43%) 4 (57%) 6 (86%)
afaFM955459 5 3 (60%) 4 (80%) 5 (100%)
iroN 11 1 (9%) 6 (55%) 8 (73%)
sat 24 7 (29%) 15 (63%) 19 (79%)
PIL( 11 0 5 (45%) 8 (73%)
WHW.00 9 1 (11%) 4 (44%) 5 (56%)
WHW.000 4 0 1 (25%) 3 (75%)
JUM 5 0 0 2 (40%)
hlyA 5 0 0 2 (40%)
cdtB 4 0 3 (75%) 3 (75%)
UL\*2 3 0 2 (67%) 2 (67%)
RWZ4002 8 4 (50%) 6 (75%) 7 (88%)
RWZ4002 22 3 (14%) 11 (50%) 14 (63%)
Tabla 33 
9LSHJP}ULU[YLSH]PY\SLUJPHLULSTVKLSVKLZLWZPZT\YPUV`SVZZLYV[PWVZZ\IJSVULZ]PYV[PWVZ`NLULZKL]PY\SLUJPHKLSHZ
JLWHZ:;
3HZJLWHZKLSZ\IJS}UH9_LYHUKLSVZ]PYV[PWVZ()*,-`.
3HZJLWHZKLSZ\IJS}UHLYHUKLSVZ]PYV[PWVZ++++`+
3HZJLWHZKLSZ\IJS}U HLYHUKLSVZ]PYV[PWVZ(**`5;
La cepa del subclón HWYLZLU[}\U]PYV[PWVUV[PWHISL5;
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RESULTADOS
Características
Con letabilidad
temprana 
O
muertos (n=/)
Sin letabilidad 
[LTWYHUHO#
muertos (n=29)
Valor P
Altamente 
SL[HSLZ 
muertos (n=21)
No altamente 
letales <9 
muertes (n=15)
Valor P
Serotipos
O25b:H4 5 (71%) 21 (72%) 15 (71%) 11 (73%)
O16:H5 2 (29%) 8 (28%) 6  (29%) 4 (27%)
Subclones
H30-Rx 5 (71%) 9  (31%) 9 (43%) 5 (33%)
H22 0 11 (38%) 5 (24%) 6 (40%)
H27 0 1 (3%) 1 (5%) 0
H41 2 (29%) 8 (28%) 6 (29%) 4 (27%)
Virotipos
A 3 (43%) 0 0,005 3 (14%) 0
B 1 (14%) 1 (3%) 2 (10%) 0
C1 1 (14%) 2 (7%) 2 (10%) 1 (7%)
C2 1 (14%) 1 (3%) 2 (10%) 0
C3 0 3 (10%) 2 (10%) 1 (7%)
D1 0 2 (7%) 2 (10%) 0
D2 0 2 (7%) 1 (5%) 1 (7%)
D3 0 2 (7%) 0 2 (13%)
D4 0 3 (10%) 2 (10%) 1 (7%)
D5 0 2 (7%) 0 2 (13%)
E 0 3 (10%) 0 3  (20%)
F 1 (14%) 2 (7%) 2 (10%) 1 (7%)
G 0 2 (7%) 1 (5%) 1 (7%)
NT 0 4 (14%) 2 (10%) 2 (13%)
A-B-C1-C2 6 (86%) 4 (14%) 0,0007 9 (43%) 1 (7%) 0,02
D1-D2-D3-D4-D5 0 11 (38%) 5 (24%) 6 (40%)
Genes de  virulencia
HMHKYH)* 3 (43%) 4 (14%) 4 (19%) 3 (20%)
afaFM955459 3 (43%) 2 (7%) 0,04 4 (19%) 1 (7%)
iroN 1 (14%) 10 (34%) 6 (29%) 5 (33%)
sat 7 (100%) 17 (59%) 0,04 15 (71%) 9 (60%)
PIL( 0 11 (38%) 5 (24%) 6 (40%)
WHW.00 1 (14%) 8 (28%) 4 (19%) 5 (33%)
WHW.000 0 4 (14%) 1 (5%) 3 (20%)
JUM 0 5 (17%) 0 5 (33%) 0,008
hlyA 0 5 (17%) 0 5 (33%) 0,008
cdtB 0 4 (14%) 3 (14%) 1 (7%)
UL\*2 0 3 (10%) 2 (10%) 1 (7%)
RWZ4002 4 (57%) 4 (14%) 0,03 6 (29%) 2 (13%)
RWZ4002 3 (43%) 19 (66%) 11 (52%) 11 (73%)
TABLA 34
9LSHJP}ULU[YLSH]PY\SLUJPHLULSTVKLSVKLZLWZPZT\YPUV`SVZZLYV[PWVZZ\IJSVULZ]PYV[PWVZ`NLULZKL]PY\SLUJPHKLSHZ
JLWHZ:;(UmSPZPZLZ[HKxZ[PJV
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5.Discusión
Desde que en el año 1988 se detectasen las primeras cepas de E. coli y 2WUL\TVUPL producto-
ras de BLEE en España (Baquero et al. 1988) la situación ha cambiado drásticamente con la dise-
TPUHJP}UKLSHZLUaPTHZ*;?4HWHY[PYKLÄUHSLZKLSHKtJHKHKLSVZUV]LU[H`SHLTLYNLUJPHKLS
grupo clonal ST131 asociado con CTX-M-15 especialmente a partir del año 2005.
El grupo GEIH (Grupo de Estudio de Infección Hospitalaria) realizó un amplio estudio multicéntri-
co en España en el año 2000 en colaboración con 40 hospitales. Dicho estudio mostró una preva-
lencia de cepas de E. coli productoras de BLEE (ECBLEE) del 2,7%. Se observó que estas cepas 
estaban presentes en el 90% de los centros y que el 51% de los aislados de E. coli procedían de 
pacientes extrahospitalarios. Las BLEE más prevalentes en E. coli fueron CTX-M-9 (27%), SHV-12 
(24%), CTX-M-14 (17%) y CTX-M-10 (5%) (Hernández et al. 2003; Cantón et al. 2007). En el año 
2006 se llevó a cabo el segundo estudio multicéntrico del GEIH. Se recogieron 1.021 cepas de E. 
coli productoras de BLEE en 44 hospitales. El porcentaje de cepas productoras de BLEE fue del 
4,0%. Por lo tanto, desde el año 2000 al 2006 el porcentaje de E. coli productoras de BLEE en 
España se ha multiplicado por ocho (Díaz et al. 2009). Posteriormente se realizó la determinación 
del tipo de BLEE producido por 254 cepas representativas, observándose la emergencia de cepas 
CTX-M-15 (15%) que por primera vez se encuentran entre las enzimas más prevalentes junto con 
CTX-M-14 (47%), SHV-12 (27%) y CTX-M-9 (8%) (Díaz et al. 2010).
En el ESTUDIO I de esta tesis doctoral se investigaron para evaluar la presencia del grupo clonal 
ST131 un total de 77 cepas ECBLEE aisladas en el año 2012 en el Hospital Universitario Lucus 
Augusti (HULA). En el período de tiempo en que se aislaron dichas cepas, la tasa de prevalencia de 
ECBLEE fue del 8,0%. Por lo tanto el doble de la media encontrada en el año 2006 en el segundo 
estudio multicéntrico del GEIH y algo más de un punto y medio que la encontrada en el HULA entre 
los años 2006 y 2008 (5,6%)   (Blanco et al. 2009) y seis puntos menos que la registrada en el año 
2010 en Sevilla (López-Cerero et al. 2014). 
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La tasa de prevalencia de ECBLEE observada en el HULA en el año 2012 es superior a la ob-
servada en Dinamarca (2,4% en 2008-2009, Olesen et al. 2013) y Marruecos (4.1% en 2010-2011, 
Barguigua et al. 2013),  similar a la encontrada en Francia (8,0% en 2013, Lafolie et al. 2014), Ale-
mania (8,0% en 2010; Kresken et al. 2014), USA (7% en 2013; Drawz et al. 2015), Australia (6,9% en 
2009-2011; Kudinha et al. 2013) y Japón (9% en 2010-2012; Matsumura et al. 2015), y muy inferior 
a las registradas en China (23% en 2013 Hong Kong, Ho et al. 2015; 63% en 2011-2013 Shanghai, 
Zhao et al. 2015; 30% a 57% en 2010-2011 en 30 hospitales de siete regiones, Zhang et al. 2014), 
la India (21% en 2009-2010, Jadhav et al. 2011; 87% en 2007-2011, Roy et al. 2015) y la República 
Africana Central (64% en 2011-2012, Rafai et al. 2015).
En el ESTUDIO I de la tesis entre las 77 cepas ECBLEE aisladas en el año 2012 de pacientes con 
infecciones extraintestinales (69 con UTI) del HULA detectamos 47 (61%) cepas pertenecientes al 
grupo clonal emergente ST131. Según nuestros datos se trata del primer estudio español (Dahbi 
et al. 2013) y uno de los dos primeros realizados en Europa, junto con el de Olesen et al. 2013, en 
LSX\LZLLTWSLH\UH7*9TS[PWSLLZWLJxÄJHKL:57ZKLSVZNLULZgyrB y mdh  (Johnson et al. 
2009) que permite detectar teóricamente todas las variantes conocidas hasta el momento del grupo 
clonal ST131. La tasa de prevalencia (61%) de cepas ST131 entre cepas ECBLEE del año 2012, 
es muy superior a las registradas en los estudios previos realizados en el Complexo Hospitalario 
Xeral-Calde de Lugo en los años 2006 (23%), 2007 (23%) y 2008 (20%) (Blanco et al. 2009). En-
tre ambos estudios se produjo la inauguración del nuevo hospital y el traslado de los pacientes al 
/<3(5VJYLLTVZX\LLUSHL_WHUZP}U[\]PLZLUPUN\UHPUÅ\LUJPHSHW\LZ[HLUTHYJOHKLSU\L]V
hospital. El aumento tan drástico de prevalencia tampoco se puede atribuir exclusivamente a la 
mayor sensibilidad de la PCR empleada para detectar las cepas ST131, ya que con la PCR múltiple 
LTWSLHKHLULSHU[LYPVYLZ[\KPVZLO\IPLZLUPKLU[PÄJHKVSHZJLWHZKLSZLYV[PWVZ6I!/`SH
WYL]HSLUJPHZLN\PYxHZPLUKVZPNUPÄJH[P]HTLU[LZ\WLYPVY 7VYSV[HU[VSHZJLWHZ:;JVU[P-
nuaron expandiéndose entre las ECBLEE de forma muy exitosa en nuestra área sanitaria.
En los estudios realizados en otras partes de España se habían encontrado tasas de prevalen-
cia de cepas ST131entre las ECBLEE en la mayoría de los hospitales muy inferiores. Así, en un 
estudio multicéntrico realizado en 11 hospitales durante el año 2004 se detectaron 8 (9%) cepas 
ST131 entre 92 ECBLEE (Oteo et al. 2009). En otro estudio multicéntrico en el que participaron 44 
OVZWP[HSLZLULSH|VZLPKLU[PÄJHYVU  JLWHZ:;LU[YLSHZJLWHZ,*)3,,
examinadas. No obstante, la prevalencia oscilaba entre el 0% y el 52%, y en dos hospitales de Gran 
Canaria (16/31, 52%, Doctor Negrín) y Madrid (17/35, 49%, 12 de Octubre) aproximadamente la 
mitad de las cepas eran ST131 (Blanco et al. 2013).   Más recientemente, en un estudio llevado a 
cabo en Barcelona en el año 2008 (Coelho et al. 2011) y en dos realizados en Sevilla en el año 2010 
(López-Cerero et al. 2013 y 2014)  se encontraron un 32%, un 13% y un 23%, respectivamente de 
cepas ST131 entre ECBLEE. 
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DISCUSIÓN
En estudios recientes realizados en otros países también se han encontrado tasas muy elevadas 
de prevalencia de cepas ST131 entre las cepas ECBLEE aisladas de infecciones extraintestinales, 
aunque las tasas varían ampliamente.  A continuación se hace referencia a algunos de los estudios 
que considero más interesantes ordenándolos de mayor a menor tasa de prevalencia de ST131: 
79% en Portugal en los años 2006-2007 (Rodrigues et al. 2015), 78% en Canadá (Johnson et al. 
2009),  65% en 2009-2012 (Cheng et al. 2015), 63% y 60% en Rumanía (Hristea et al. 2015; Maciu-
ca et al. 2015), 62% en Holanda (Overdevest  et al. 2015),  59% en Canadá en 2000-2010 (Peirano 
y Pitout, 2014), 54%/45%/39%  en Australia en 2009-2011/2011-2012/2009-2011 (Kudinha et al. 
2013 ;  Rogers et al. 2015 ; Freeman et al. 2014),  51% en Nepal (Sherchan et al. 2015), > 47% en 
Alemania en 2010 (Kresken et al. 2014), 64%/56%/49%/47% en USA 2011/2013/2007-2010 (Col-
pan et al. 2013; Drawz et al. 2015 ; Banerjee et al. 2013 ; Johnson et al. 2012a), 43%/41%/37%/26% 
en Japón  de 2001 a 2012 (Matsumura et al. 2015 ; Matsumura et al. 2012; Matsumura et al. 2012a; 
Matsumura et al. 2012b), 38% en Dinamarca  en 2008-2009 (Olesen et al. 2013),  36% en la Repú-
blica Central Africana en 2011-2012 (Rafai et al. 2015), 31% en Corea del Sur en 2011-2012 (Cho et 
al. 2015), 31%/11% en la India en 2009-2010/2007-2010 (Jadhav et al. 2011 ; Roy et al. 2015),  27% 
en Camboya  en 2007-2010 (Vlieghe  et al. 2015), 23% en Hong Kong en 2013 (Ho et al. 2015), 17% 
en Francia en 2013 (Lafolie et al. 2014)  y 13% en China en 2010-2011 (Zhang et al. 2014).
Nada menos que el 60% (28 de 47) de las cepas ST131 del ESTUDIO I de la tesis procedían de 
pacientes ingresados en cinco residencias de la tercera edad en el año 2012. Este dato está en la 
línea de lo observado en el anterior estudio efectuado en Lugo, ya que en el estudio previo realizado 
entre los años 2006 y 2008 en el desaparecido hospital el 50% de las cepas ST131 también fueron 
aisladas de pacientes ingresados en residencias de ancianos con cuidados sanitarios especiales. 
También se observó en estudios realizados en long-term care facilities de Francia (Brisse et al. 
2012), Irlanda del Norte (Rooney et al. 2009) y USA (Banerjee et al. 2013a; Johnson et al. 2012a) 
que estos centros suponen quizás el principal reservorio de cepas del grupo clonal ST131. Hay que 
tener en cuenta que la población lucense atendida en el HULA tiene una media de edad muy ele-
vada ya que la provincia de Lugo tiene una de las poblaciones más envejecidas de Europa. En un 
reciente estudio realizado en 2012-2013 en una residencia de Irlanda se aislaron cepas BLEEEC de 
las muestras fecales del 55% de los residentes y la mayoría continuaban siendo portadores un año 
después. Todas las cepas aisladas eran del grupo clonal ST131 y pertenecían al subclón H30-Rx 
siendo productoras  de CTX-M del grupo 1 (posiblemente CTX-M-15) y la mayoría eran del mismo 
JS\Z[LY que la cepa epidémica A del Reino Unido y la internacional PFGE812 (Ludden et al. 2015). 
En USA en el año 2013 se hizo un estudio en dos residencias para evaluar el nivel de individuos 
colonizados a nivel intestinal por cepas de E. coli:;YLZPZ[LU[LZHSHZX\PUVSVUHZÅ\VYHKHZ8-
encontrándose en una un 42% de portadores y en la otra un 16%. Todas las cepas ST131 eran 
del subclón H30 y el 28% H9_`[LUxHUZPTPSHYLZNLULZKL]PY\SLUJPH`WLYÄSLZKL7-.,HSVZ
encontrados en las cepas clínicas. No obstante, únicamente cuatro de las 32 cepas ST131 aisladas 
en este estudio eran productoras de BLEE (Burgess et al. 2015).
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En un U\YZPUNOVTL de Holanda  se observó recientemente que el 21% de los residentes eran 
portadores de Enterobacteriaceae productoras de BLEE y  que 21 de las 33 cepas detectadas 
eran ST131 y CTX-M-15 (Willemsen et al. 2015).  En USA se evaluó el nivel de portadores de cepas 
YLZPZ[LU[LZHX\PUVSVUHZÅ\VYHKHZLU[YLWHJPLU[LZJVTWYVImUKVZLX\LLSLYHUWVZP[P]VZ3H
WYL]HSLUJPHKLJLWHZ:;LU[YLSHZYLZPZ[LU[LZHX\PUVSVUHZÅ\VYHKHZH\TLU[VKL\ULULS
año 2002 a un 50% en el año 2004, y el nivel de portadores de cepas ST131 fue del 2,7% de media 
(Han et al. 2014).   
También se han realizado estudios para evaluar el nivel de personas  colonizadas a nivel intestinal 
WVYJLWHZ:;LU[YLSHWVISHJP}ULUNLULYHS,SWYPTLYVKLLSSVZM\LYLHSPaHKVWVY3LÅVU.\PIV\[
et al. (2008) con la participación del LREC-USC. En dicho estudio se analizaron 332 personas sanas 
que vivían en diferentes áreas de París en el año 2006. Únicamente el 0,6% de las personas eran 
portadoras de ECBLEE, pero el 15% tenían cepas resistentes al ácido nalidíxico y el 7% de cepas 
ST131 no productoras de BLEE.  En un estudio realizado recientemente (2011) en Holanda el 5% 
de las personas sanas eran portadoras de ECBLEE, pero únicamente  seis de las 51 cepas aisladas 
eran ST131. Concretamente solamente 6 (0,6%) de las 1.033 personas analizadas eran portadoras 
de cepas ST131 productoras de BLEE (van Hoek et al. 2015).  En contraste, en un estudio realizado 
en China el 51% de las personas tenían ECBLEE en sus heces, siendo todas las cepas aisladas 
productoras de enzimas CTX-M. Los enzimas más comunes eran CTX-M-14 (48%), CTX-M-15 
(28%) y CTX-M-27 (15%).  En total 32 (5,7%) de las 563 personas eran portadoras de cepas ST131 
y 32 (11%) de las 287 cepas ECBLEE pertenecían al grupo clonal ST131. Curiosamente el 75% de 
las cepas ST131 eran el serogrupo O16 y el 25% eran O25b. De las 24 cepas O16-ST131, 14 eran 
CTX-M14, cinco CTX-M-15, tres CTX-M-27, una CTX-M-3 y una CTX-M-24 (Zhang et al. 2015).
La gran mayoría de las cepas ST131 aisladas de pacientes con infecciones extraintestinales en 
el HULA (2012) del ESTUDIO I de esta tesis eran productoras del enzima CTX-M-15 (87%), y única-
mente el 9% eran CTX-M-14 , el 2% CTX-M-1 y otro 2% CTX-M-27.  En el anterior estudio realizado 
en el Complexo Hospitalario Xeral-Calde de Lugo el 96% de las cepas ST131 eran CTX-M-15 y el 
4% CTX-M-14 (Blanco et al. 2009). En el estudio de López-Cerero y colaboradores (2014) realiza-
do en el Hospital Universitario Virgen Macarena de Sevilla (2010) el 97% de las cepas ST131 eran 
CTX-M-15 y 3% restante CTX-M-14. Resultados similares han sido obtenidos en el estudio realiza-
do en Dinamarca (2008-2009) por Olesen y colaboradores (2013).  Así, el 80% de las cepas ST131 
eran CTX-M-15, el 9% CTX-M-27, el 7% CTX-M-14 y el 2% eran CTX-M-2 y otro 2% CTX-M-3. 
También se observó que la enzima CTX-M-15 tenía una prevalencia superior al 75% entre las cepas 
ST131 en los estudios realizados en  Francia ( > 90% CTX-M-15; Lafolie et al. 2014), Portugal (94% 
CTX-M-15; Rodrigues et al. 2015),  Rumanía (100% CTX-M-15; Hristea et al. 2015), USA (> 90% 
CTX-M-15) (Banerjee et al. 2013; Price et al. 2013; Banerjee y Johnson 2014)  y Canadá (2000-2011) 
(80% CTX-M-15 y 17% CTX-M14; Peirano et al. 2014) y Nepal (90% CTX-M-15) (Sherchan et al. 
2015), la India (100% CTX-M-15) (Roy et al. 2015) y la República Central Africana (100% CTX-M-15) 
(Rafai et al. 2015).   
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DISCUSIÓN
En Australia y Nueva Zelanda  aunque predominan las cepas productoras de CTX-M-15 (60%) 
entre las  ST131, también son muy frecuentes las que producen CTX-M-14 (48%) y algunas ce-
pas (8%) producen ambas enzimas (Rogers et al. 2015). En Japón (2001-2010) las cepas ST131 
CTX-M-15 (16%) son las terceras más prevalentes después de las productoras de CTX-M-14 (47%) 
y CTX-M-27 (21%), siendo también frecuentes las cepas ST131 productoras de CTX-M-2 (9%) 
(Matsumura et al. 2012a). Entre los años 2001-2007 predominaban las cepas ST131 CTX-M-14 
mientras que en el período 2008-2012 predominaban las cepas productoras de CTX-M-27 segui-
das por las CTX-M-15 (Matsumura et al. 2015). La producción de CTX-M-14 era la predominante 
entre las cepas ST131 de Camboya (61%, 2007-2010) (Vlieghe et al. 2015), Hong Kong (73%, 2013) 
(Ho et al. 2015) y en 11 provincias  repartidas por siete regiones de China (67%, 2010-2011) (Zhang 
et al. 2014). 
(SHUHSPaHYSVZZLYV[PWVZ6!/SHZJVTIPUHJPVULZKLNLULZKL]PY\SLUJPH`SVZWLYÄSLZKL7-.,
de las 47 cepas ST131 aisladas en el 2012 de pacientes con infecciones extraintestinales en el 
/<3(KLS,:;<+060KLLZ[H[LZPZVIZLY]HTVZJHTIPVZT\`ZPNUPÄJH[P]VZJVUYLZWLJ[VHSLZ[\KPV
realizado en el Complexo Hospitalario Xeral-Calde (2006-2008) (Blanco et al. 2009). En el estudio 
WYL]PVLZ[mIHTVZHU[L\UHZP[\HJP}UX\LWVKLTVZKLÄUPYJVTVKLIYV[LV\[IYLHR`HX\LLS  
(76/77) de las cepas ST131 pertenecían al serotipo O25b:H4, producían CTX-M-15, pertenecían al 
virotipo A y se englobaban dentro del mismo JS\Z[LY de PFGE ya que tenían > 85% de identidad en 
sus pulsotipos. La fotografía del año 2012 es notablemente diferente, ya que aunque la mayoría de 
las cepas ST131 siguen perteneciendo al serotipo O25b:H4 (81%), vemos que únicamente el 45% 
pertenecen al virotipo A y que un 45% presentan nuevas combinaciones de genes de virulencia. 
Además, la diversidad genética observada entre las cepas ST131 es muy superior ya que las 47 
JLWHZUPJHTLU[LWYLZLU[HU\UKLPKLU[PKHKLUZ\ZWLYÄSLZKL7-.,KL[LJ[mUKVZLZLPZNY\-
WVZX\LLUSHTH`VYxHKLSVZJHZVZJVTWYLUKLUJLWHZJVUJVTIPUHJPVULZLZWLJxÄJHZKLNLULZ
de virulencia.
Especialmente interesantes son los que hemos denominado grupos II y III ya que incluyen cepas 
ST131 con nuevos virotipos. Así, en el grupo II se incluyen 12 cepas productoras de CTX-M-15 del 
virotipo E (11 O25b:H4 y una ONT:H4) que presentan la nueva secuencia tipo del esquema del Ins-
[P[\[V7HZ[L\Y7:;,ULSWLYÄSKL]PY\SLUJPHKLSHZJLWHZKLS]PYV[PWV,KLZ[HJHSHWYLZLUJPHKL
los genes WHW.00, JUMy hlyA`HX\LZL[YH[HKLNLULZT\`YHYHTLU[LPKLU[PÄJHKVZHU[LYPVYTLU[L
entre cepas ST131. No obstante,  Kudinha y colaboradores (2013a) han observado que aproxi-
madamente el 40% de las cepas ST131 aisladas de cistitis y pielonefritis en Australia en los años 
2009-2011 presentaban dichos genes. Las cinco cepas del grupo III O25b:H4 CTX-M-15 también 
presentan el gen WHW.00 pero carecen de los genes JUM y hlyA y por ello fueron incluidas en el 
nuevo virotipo F. Curiosamente muchas de las cepas del grupo II se aislaron de pacientes de la resi-
dencia A, mientras que la mayoría de las cepas del grupo III proceden de pacientes de la residencia 
B. Pero de pacientes ingresados en la residencia A también procedían muchas de las cepas ST131 
del grupo IV del virotipo A.   
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Es evidente que en el ESTUDIO I de esta tesis hemos detectado la emergencia de nuevas varian-
tes del clon ST131 con nuevas combinaciones de genes de virulencia y hemos observado que los 
cambios en la epidemiología molecular de este grupo clonal se producen con una notable rapidez 
difícilmente imaginable.
Como en los estudios previos realizados por nuestro grupo con cepas ECBLEE (Blanco et al. 
2011; Coelho et al. 2011) hemos observado que las cepas ST131 poseen muchos más genes de 
virulencia que las no ST131. Concretamente en el ESTUDIO I de este tesis 15 de los 32 genes de 
]PY\SLUJPHM\LYVUZPNUPÄJH[P]HTLU[LHZVJPHKVZJVUSHZJLWHZ:;ÄT/, -WHW(, papGII, HMH
draBC, afaFM955459, JUM, sat, hlyA, P\J+, JO\(, RWZ400RWZ4002RWZ4002THS? y \ZW), ocho 
de los cuáles se han detectado en > 90% de las cepas ST31(ÄT/, -WHW(, sat, P\J+, JO\(, RWZ-
MII, malX y \ZW). Además, el estatus ExPEC entre las cepas del grupo clonal ST131 fue muchísimo 
más frecuente (96%) que entre las cepas no ST131 (37%) (P<0,001) y las 47 cepas ST131 exhibie-
YVU\UZPNUPÄJH[P]VTH`VYUTLYVKLNLULZKL]PY\SLUJPHTLKPH X\LSHZJLWHZUV:;
(media 4,3). Similares resultados fueron encontrados por Olesen y colaboradores (2013) en Dina-
marca  (2008-2009), Kudinha y colaboradores (2013) en Australia (2009-2011), Matsumura y cola-
boradores (2013) en Japón (2001-2010), y Banerjee y colaboradores (2013) (2007-2010) y Drawz y 
colaboradores (2015) (2013) en USA.
Terminar la discusión del ESTUDIO I destacando el mayor nivel de resistencias detectado entre 
las cepas ST131 con respecto a las cepas ECBLEE no pertenecientes al grupo clonal ST131: ci-
WYVÅV_HJPUHvs 70%), tobramicina (72% vs 33%), trimetoprim/sulfametoxazol (77% vs 57%) 
y fosfomicina (15% vs 0%).  Especialmente preocupante es el caso de la fosfomicina, y puede ser 
KLIPKVHSH\TLU[VZPNUPÄJH[P]VKLZ\\[PSPaHJP}UHUP]LSJVT\UP[HYPV[HS`JVTV`HW\ISPJHYVU6[LV
y colaboradores (2010). Se ha comprobado que en el tratamiento empírico de las ITU comunitarias 
se producen hasta tres veces más fallos si están implicadas cepas ST131 resistentes a las quino-
lonas (Can et al. 2015). Aunque el nivel de resistencias a la fosfomicina detectado entre las cepas 
ST131 en nuestro estudio es preocupante, coincidimos con Kreskeny colaboradores (2014) en el 
sentido de que este antibiótico sigue siendo tal vez la mejor opción para realizar una terapia empí-
rica sin conocer el antibiograma ni la secuencia tipo de la cepa implicada en la infección urinaria. 
Concretamente Kresken y colaboradores (2014) analizaron las resistencias de 499 cepas de E. coli 
causantes de ITU en Alemania (2010) frente a ocho antibióticos que se administran por vía oral en-
contrando los siguientes niveles de resistencias: amoxicilina (43%), amoxicilina/ácido clavulánico 
 [YPTL[VWYPTZ\SMHTL[V_HaVS  JPWYVÅV_HJPUH  JLM\YV_PTH  JLMWVKV_PTH
 JLÄ_PTH̀ MVZMVTPJPUH,ULZ[LLZ[\KPVYLHSPaHKVLU(SLTHUPHLSKLSHZJLWHZ
eran productoras de BLEE, siendo el 69% de las mismas CTM-M-15 y el 70% de las productoras 
de esta enzima O25b-ST131.
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También hay que mencionar que ninguna de las cepas ST131 aisladas de pacientes con infeccio-
nes extraintestinales en los hospitales de Lugo entre los años 2006 y 2012 resulto ser productora 
de carbapenemasas. No obstante, si que han sido aisladas este tipo de cepas en otros hospitales 
españoles y en numerosos países, siendo especialmente prevalentes en Asia (Fernández et al. 
2014; Oteo et al. 2015; Peirano et al. 2014b; Zhang et al. 2015).  
El ESTUDIO II de la tesis según nuestra información es el primero realizado en Europa en el que 
se investiga la prevalencia y los genotipos de cepas ST131 del serotipo O16:H5 y se comparan con 
cepas ST131 del serotipo O25b:H4 y sus subclones H30 y H30-Rx . 
Como en estudios previos (Blanco et al. 2009, 2011) nosotros hemos encontrado que las cepas 
del grupo clonal ST131 eran más prevalentes entre ECBLEE (30%) que entre cepas de E. coli no 
productoras de enzimas BLEE (8%). Además, las cepas O16:H5-ST131 representaron únicamente 
un 0,9% frente al 15% de cepas O25b:H4-ST131 del total de 2.995 cepas investigadas de los años 
2005-2012. También Olesen y colaboradores (2013) en Dinamarca (36% O25b-ST131 vs 2% O16-
ST131 en ECBLEE 2008-2009),  Matsumura y colaboradores (2012a) en Japón (32% O25b-ST131 
vs 4% O16-ST131 entre ECBLEE 2001-2010), Johnson y colaboradores (2014) en USA,  Rogers y 
colaboradores (2015) en Australia y Nueva Zelanda y Hoy colaboradores (2015) en Hong Kong  en-
contraron que las cepas O25b-ST131 eran mucho más prevalentes que las O16-ST131.  
El tipado del gen ÄT/JVKPÄJHWHYHLSWPS\ZJVTU[PWVWVYZLJ\LUJPHJP}ULZ\UHOLYYHTPLU[H
muy útil para establecer los diferentes sublinajes/subclones dentro de las secuencias tipo/grupos 
clonales de ExPEC (Weissman et al. 2012 ;  Paul et al. 2013).  Johnson y colaboradores (2013) 
explorando la estructura clonal de 352 cepas ST131 históricas y recientes aisladas entre los años 
1967 y 2011 encontraron siete alelos ÄT/ (H15, H22, H27, H30, H35, H41, H94), siendo el ÄT/30 
el top 1 (67%), el ÄT/22 el top 2 (21%) y los ÄT/35 y ÄT/41 los top 3 (5% cada uno). Durante el 
WLYxVKV    UPJHTLU[LZLKL[LJ[HYVUJLWHZZ\ZJLW[PISLZHSHZX\PUVSVUHZÅ\VYHKHZ8-
:WYLKVTPUHU[LTLU[LKLSVZZ\IJSVULZ/`/3HZJLWHZYLZPZ[LU[LHSHZX\PUVSVUHZÅ\VYH-
das (QF-R) aparecieron durante el período 2000-2005 y se asociaron casi exclusivamente con el 
subclón H30. Dieciocho de las 19 cepas que tenían el alelo ÄT/41   eran QF-S y todas ellas fueron 
aisladas en el período 2006-2011. Recientemente, Johnson y colaboradores (2014) establecieron 
una asociación entre el alelo ÄT/41 y el serogrupo O16. 
En el ESTUDIO II de esta tesis doctoral todas las 27 cepas del serotipo O16:H5 tenían el alelo 
ÄT/41, mientras que el 78% y el 16% de las cepas del serotipo O25b:H4 fueron positivas para los 
alelos ÄT/30 y ÄT/22, respectivamente. Y como era de esperar, la mayoría  (98%) de las cepas 
ÄT/30 eran QF-R, mientras que la mayoría de las cepas ÄT/22 y ÄT/41 eran susceptibles a las 
X\PUVSVUHZÅ\VYHKHZ7VYSV[HU[VLSZ\IJS}UH30, que comprende la mayoría de las cepas QF-R se 
ha expandido en España mucho más frecuentemente que otras variantes del grupo clonal ST131, 
coincidiendo con lo que ha pasado a nivel mundial.
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Recientemente,  un importante sublinaje incluido dentro del subclón H30, denominado H30-Rx 
ya que se asocia normalmente con un patrón extensivo de resistencias antimicrobianas, fue iden-
[PÄJHKVWVY7YPJL`JVSHIVYHKVYLZ\ZHUKV\UHUmSPZPZÄSVNLUt[PJVKLSNLUVTHJVTWSL[VKL
105 cepas ST131 procedentes de cinco países  y 23 estados y provincias de USA y Canadá. Veinte 
(91%) de las 22 cepas ST131 que llevaban el genISH*;?4 (aisladas en Australia, Corea del Sur, 
Portugal, Canadá y USA) formaban un subclón dentro de las cepas H30 QF-R (H30-R).  En la región 
de Chicago entre 2007 y 2010, aproximadamente la mitad de las cepas ECBLEE  eran del grupo 
clonal ST131, y de estas el 98% eran H30 y el 92% del subclón H30-Rx (Banerjee et al. 2013b). 
Un estudio similar realizado en la región de Calgary mostró que 114 (59%) de las cepas ECBLEE 
FQ-R eran ST131 y que 111 de estas eran H30 y 85 eran H30-Rx (Peirano y Pitout, 2014). Nosotros 
hemos obtenido resultados similares en España ya que la mayoría (78%) de las cepas ST131 per-
tenecían al subclón H30 y también la mayoría (79%) de las cepas H30 eran H30-Rx. Entre las 1.125 
cepas ECBLEE españolas, 295 (26%) eran del subclón H30 y 286 (97%) de ellas eran del sublinaje 
H30-Rx. Además, todas las 286 cepas ECBLEE H30-Rx eran CTX-M-15 positivas. Por lo tanto, 
el ESTUDIO II de la tesis doctoral indica que el subclón H30-Rx también está expandido  España 
siendo el predominante entre las cepas de E. coli productoras de la enzima CTX-M-15.
Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Matsumura y colaboradores (2012a)  traba-
jando con cepas O16-ST131 aisladas en Japón (2005-2010)  y Johnson y colaboradores (2014) ca-
racterizando cepas O16-ST131 aisladas en USA, Australia y Holanda (2006-2011)  en el sentido que 
la mayoría de las cepas presentan la secuencia tipo del esquema del Instituto Pasteur PST506 y que 
LZ[HZLJ\LUJPHLZLZWLJxÄJHKLSHZJLWHZ6!/:;,UJVU[YHZ[LLU[YLSHZJLWHZ6I!/
ST131 predomina la secuencia tipo PTS43.  Así, 25 (9%) de las 27 cepas españolas O16:H5-ST131 
eran PST506 y las dos restantes presentaron dos variantes (PST567 y PST625) de un únicoSVJ\Z de 
la secuencia tipo PST506. Por su parte, 33 (79%) de las 42 cepas O25b:H4-ST131 presentaron la 
PST43,  y ninguna de ellas perteneció a las secuencias encontradas entre las cepas O16:H5-ST131. 
Las cepas españolas O16:H5-ST131 exhibieron diferentes tasas de resistencias comparadas con 
SHZJLWHZ6I!/:;ZPLUKVZPNUPÄJH[P]HTLU[LTmZHS[HSH[HZHKLYLZPZ[LUJPHHSHNLU[HTPJP-
UH`ZPNUPÄJH[P]HTLU[LTmZIHQHSH[HZHKLYLZPZ[LUJPHHSHJPWYVÅV_HJPUH,U1HW}U`<:(SHZJL-
pas O16-ST131 se asociaron con las resistencias a la gentamicina y al trimetoprim-sulfametoxazol. 
No obstante, la tasa de resistencia a la gentamicina de las cepas españolas resultó ser muy supe-
rior (59%) que la registrada entre las cepas O16-ST131 de Japón (12%) y USA (29%) (Matsumura 
et al. 2013 ; Johnson et al. 2014).
Entre las 27 cepas O16:H5-ST131 españolas, el 48% eran productoras de CTX-M14, mientras 
que ninguna era productora de CTX-M-15. También Matsumura y colaboradores (2012a) publicó 
que CTX-M-14 era la enzima producida más frecuentemente por las cepas O16-ST131 aisladas en 
Japón.
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Al igual que Matsumura y colaboradores (2013) en Japón y Johnson y colaboradores (2014) en 
USA, nosotros encontramos una alta diversidad genética entre las 27 cepas O16:H5-ST131 espa-
|VSHZ`HX\LWYLZLU[HYVUWLYÄSLZKL7-.,KPMLYLU[LZ(KLTmZVIZLY]HTVZX\LSVZWLYÄSLZKL
PFGE de las cepas O16:H5-ST131 eran diferentes a los de las cepas O25b:H4-ST131. El dendro-
grama generado por  PFGE-?IH0 reveló siete grandesJS\Z[LYZ (I-VII) que se correspondieron muy 
bien con los virotipos, alelos ÄT/, y el estatus H30-Rx, apoyando una base clonal para los virotipos. 
En lo que respecta a los genes de virulencia, nuestros resultados indican claramente que las ce-
WHZ6!/:;[PLULU\UHTLKPHKLNLULZKL]PY\SLUJPHZPNUPÄJH[P]HTLU[LPUMLYPVYHSHKLSHZ
cepas O25b:H4-S131, y que presentan además combinaciones de genes de virulencia (virotipos) 
distintas. Así, el virotipo C1 se observó exclusivamente entre las cepas O16:H5-ST131, mientras 
que los virotipos B, C2, D1, D2, D3, D4, D5, E, F y G se encontraron exclusivamente entre las cepas 
O25b:H4-ST131. No obstante, el segundo virotipo (C3) más frecuente (26%) de las cepas O16:H5-
:;[HTIPtUZLOHPKLU[PÄJHKVLULSKLSHZJLWHZ6I!/:;
En un estudio preliminar realizado por Clermont y colaboradores (2008) analizaron la virulencia in 
vivo de cuatro cepas ST131 en un modelo de sepsis murino muy similar al empleado por nosotros 
en esta tesis y observaron que las cuatro cepas tenían una letalidad del 100%. Seguidamente Jo-
hnson y colaboradores (2012) emplearon un modelo animal similar para comparar  la virulencia in 
vivoKLJLWHZ:;JVUSHKLJLWHZUV:;PUJS\PKHZJLWHZKLSNY\WVÄSVNLUt[PJV)KL
JPUJVNY\WVZJSVUHSLZ:;:;  **:;:;:; :;JLWHZKLSNY\WVÄSVNLUt[PJV
+:; :;:; :; `KLSNY\WVÄSVNLUt[PJV(JH\ZHU[LZKLPUMLJJPVULZL_[YHPU[LZ[PUHSLZ
Las cepas ST131 evaluadas conjuntamente tuvieron un comportamiento similar al de las cepas no 
ST131: 100% de letalidad (33% vsKLSL[HSPKHKvs 50%) y 0% de letalidad (30% 
vs 29%). Posteriormente, Johnson y colaboradores (2014) empleando el mismo modelo evaluaron 
seis cepas O16-ST131, comprobando que las cepas tenían una letalidad que oscilaba entre el 60% 
y el 100%,  y que una de ellas era especialmente virulenta ya que mató los 10 ratones inoculados 
dentro de las 22 horas posteriores a la administración subcutánea de 2x108 las bacterias.  Como 
]LYLTVZHJVU[PU\HJP}UU\LZ[YVZYLZ\S[HKVZJVUÄYTHUSVZLUJVU[YHKVZWVY1VOUZVU`JVSHIVYHKV-
res (2012 y 2014), aunque observamos entre las 36 cepas ST131 ensayadas un mayor porcentaje 
KLJLWHZJVU\UHSL[HSPKHKvs 44%) y un menor porcentaje de cepas con un 0% de 
letalidad (11% vs 30%). Las diferencias encontradas podrían ser debidas a las diferentes caracte-
rísticas de las colecciones de cepas ST131 ensayadas. Así, solamente  5 (19%) de las 27  ST131 
de Johnson y colaobradores (2012) eran productoras de BLEE, mientras que en nuestro caso 24 
(67%) de las 36 cepas ST131 eran ECBLEE. No obstante,  nosotros hemos encontrado el mismo 
WVYJLU[HQLKLJLWHZJVU\UHSL[HSPKHKLU[YLJLWHZ:;WYVK\J[VYHZKL)3,,
de 24) que entre ST131 no productoras de BLEE   (75%, 9 de 12).
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Los resultados del ESTUDIO III de esta tesis muestran claramente que tanto las cepas O25b:H4-
ST131 (75% letales) como las O16:H5-ST131  (80% letales) presentan un nivel elevado de virulen-
JPHLULSTVKLSVKLZLWZPZT\YPUVUVVIZLY]mUKVZLKPMLYLUJPHZZPNUPÄJH[P]HZLU[YLSHZJLWHZKL
ambos serotipos. En principio este era un resultado no esperado, ya que las cepas O16:H5-ST131 
poseen un menor número de genes de virulencia y tienen un éxito expansivo muy inferior al de las 
cepas O25b:H4-ST131. No obstante, al analizar los subclones se ve que la  letalidad temprana 
se asocia con las cepas del subclón H30-Rx y especialmente con el virotipo A, y los genes  afa-
FM955459, sat y RWZ4002   El antígeno capsular K2 ya se había asociado claramente con la 
virulencia in vivo de cepas uropatógenas de E. coli (Buckles et al. 2009 ; Sarkar et al. 2014). Hay 
que tener en cuenta que el antígeno capsular K2 determinado molecularmente se corresponde  en 
la mayoría de los casos con el antígeno K100 por criterios serológicos (Olesen et al. 2013, 2014) y 
que se ha encontrado una diversidad genética muy considerable en el SVJ\ZX\LJVKPÄJHWHYHSH
cápsula de las cepas ST131 H30-Rx (Alqasim et al. 2014).   
También destacar del ESTUDIO III el hecho de que las dos cepas que presentaron el mayor nú-
mero de genes de virulencia (13 genes)  únicamente presentaron una letalidad del 50%, mientras 
que  algunas cepas con muy pocos genes presentaron letalidades del  90%  e incluso del 100%. 
Especialmente interesante es la baja virulencia in vivo de las cepas O25b:H4 H30-Rx del virotipo E, 
sobre todo si se compara con la elevada virulencia de las cepas O25b:H4 H30-Rx del virotipo F, ya 
que las cepas de ambos virotipos comparten ocho de los genes de virulencia y las del virotipo E a 
mayores poseen los genes JUM y hlyA. En cualquier caso es evidente que más que la presencia de 
muchos genes de virulencia debe ser más importante una combinación adecuada de los mismos 
aunque en conjunto la cepa posea menos genes de virulencia. 
También se han empleado otros modelos alternativos que han producido unos resultados en al-
gunos casos difíciles de interpretar. Así, Lavigne et al. (2012) evaluaron la virulencia de tres cepas 
ST131 en dos modelos animales (*HLUVYOHIKP[PZLSLNHUZ y embriones de peces cebra) encontran-
do que las cepas ST131 eran menos virulentas que cepas ExPEC del serogrupo O6 y del grupo 
ÄSVNLUt[PJV)KLSHZZLJ\LUJPHZ[PWV:;:; `:;,UJVU[YHZ[L/\ZZHPU`JVSHIVYHKVYLZ
(2014) encontraron que las cepas ST131 eran más virulentas en embriones de peces cebra  que las 
cepas no ST131. En el modelo de supervivencia de larvas de G. mellonella también se ha observa-
do que las cepas ST131 presentaban una mayor virulencia (Ciesielczuk et al. 2015).
En cualquier caso la mayor virulencia  de las cepas ST131 observada en los ensayos in vivo, no 
se correlaciona con unas manifestaciones clínicas más acusadas ni con un mayor grado de morta-
lidad  de los pacientes cuando se analizan de forma global sin diferenciar los subclones (Cheng et 
al. 2015; Cho  et al. 2015; López-Cerero  et al. 2014; Sherchan  et al. 2015; Wu et al. 2014). 
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No obstante, el subclón H30-Rx se ha asociado con las sepsis primarias y  las UTIs superiores 
(pielonefritis) resultado de complicaciones de biopsias prostáticas  (Peirano y Pitout, 2014), y tanto 
las cepas O25b-ST131 como las O16-ST131 se han asociado con cistitis y pielonefritis en mujeres 
con edad reproductora (Kudinha et al 2013, 2013a).   
Sería muy interesante poder secuenciar en futuros estudios el genoma completo de las 36 cepas 
ST131 ensayadas para su virulencia in vivo en el ESTUDIO III de esta tesis para localizar sus genes 
de virulencia, islas de patogenicidad y genes reguladores de los mismos para poder interpretar cuá-
SLZZVUSHZZLJ\LUJPHZNtUPJHZX\LPUÅ\`LUTmZLUSH]PY\SLUJPHKLSHZJLWHZ:LN\YVX\L[HTIPtU
PUÅ\`LKLMVYTHKLJPZP]HSHL_WYLZP}UMLUV[xWPJH`LULZ[LZLU[PKVLSWHWLSKLSHZZLJ\LUJPHZKL
regulación es esencial. Por último también sería muy interesante determinar el papel desempeñado 
por los plásmidos ya que muchos genes de virulencia e islas de patogenicidad y mecanismos de 
resistencia están en plásmidos (Lanza et al. 2014 ; Li et al. 2015 ; Peigne et al. 2009 ; Phan et al. 
2015). Además, los estudios del genoma completo de las cepas podrían completar los estudios 
ÄSVNLUt[PJVZ PKLU[PÄJHY[HTIPtUU\L]VZZ\IJSVULZZLJ\LUJPHZYLSHJPVUHKHZJVUSH]PY\SLUJPHV
la resistencia a antibióticos y establecer claramente si las cepas ST131 de animales pueden ser el 
origen de algunos de los subclones y virotipos que han emergido recientemente y son causantes 
de infecciones extraintestinales en seres humanos (Achtman et al. 2014 ;  De Been et al. 2014 ; 
Kluytmans et al. 2013 ; Lazarus et al. 2015 ; Manges y Johnson 2012 ; Ruiz del Castillo et al. 2013 
Singer, 2015; Mora et al. 2010). En los últimos años se ha secuenciado el genoma completo de un 
UTLYVZPNUPÄJH[P]VKLJLWHZ:;WLYV[VKH]xHLZULJLZHYPVZLJ\LUJPHYT\JOHZTmZ`ZVIYL
[VKVHUHSPaHYLPU[LYWYL[HYJVTVZ\ZKPMLYLU[LZNLULZJYVTVZ}TPJVZ`WSmZTPKPJVZPUÅ\`LULUSH
]PY\SLUJPH̀ LULSt_P[VÄ[ULZZKLSHZJLWHZ:;KLSVZKPMLYLU[LZZ\IJSVULZ̀ ]PYV[PWVZ+V^UPUN
2015;  Forde et al. 2014 ; Schembri et al. 2015; Subashchandrabose et al. 2013).   
 
139                                                                                                      
6.Conclusiones
1.Es evidente que en el aumento de prevalencia de cepas de E. coliWYVK\J[VYHZKLʹSHJ[H-
masas de espectro extendido (ECBLEE) registrado en el HULA en los últimos años está impli-
cado el grupo clonal ST131, ya que más del 50% de las cepas productoras de BLEE aisladas 
en el año 2012 eran ST131. Esto coincide con lo que está sucediendo en otros hospitales 
españoles y a nivel mundial.
5\LZ[YVZYLZ\S[HKVZJVUÄYTHUX\LSHZYLZPKLUJPHZKLHUJPHUVZZVU\UYLZLY]VYPVPTWVY[HU[L
de cepas ECBLEE ST131.
;HTIPtUZLJVUÄYTHX\LSHZJLWHZ:;WYVK\J[VYHZKL)3,,WVZLLUT\JOVZTmZNLULZ
de virulencia que las productoras de BLEE que no pertenecen a dicho grupo clonal.
4.La diversidad genética de las cepas del grupo clonal ST131 es extraordinaria y están emer-
giendo nuevas cepas con diferentes combinaciones de genes de virulencia a una velocidad 
difícilmente imaginable. 
5.El subclón H30 está ampliamente expandido en España siendo el predominante entre las 
cepas O25b:H4. Por su parte el sublinaje H30-Rx del mismo, es el predominante entre las 
cepas productoras de CTX-M-15. 
6.Las cepas H30-Rx poseen más genes de virulencia que las cepas H30 que no pertenecen 
al sublinaje  H30-Rx. Por lo tanto las cepas ST131 que están más ampliamente expandidas 
en España y a nivel mundial son las que poseen más genes de virulencia y más resistencias. 
7.Como pasa en otros países el subclón O16:H5-ST131-H41 está mucho menos expandido 
también en España y al igual que en otros países la mayoría de las cepas españolas pertene-
cen a la secuencia tipo del Instituto Pasteur PST506 y producen CTX-M-14.
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8.Las cepas del subclón O16:H5-ST131-H41 poseen muchos menos genes de virulencia que 
las cepas O25b:H4-ST131 y presentan  distintos virotipos.
9.Las cepas del subclón O16:H5-ST131-H41 presentan una notable diversidad genética y 
WVZLLUWLYÄSLZKL7-.,?IH0 distintos de las cepas O25b:H4-ST131. 
,SHUmSPZPZKLSVZWLYÄSLZKL7-.,?IH0se traduce en dendrogramas con JS\Z[LYZ especí-
ÄJVZKLJLWHZWLY[LULJPLU[LZHSVZKPMLYLU[LZ\IJSVULZH30, H30-Rx, H22, H41) y virotipos, 
SVX\LHWV`H\UJSHYVJVTWVULU[LÄSVNLUt[PJVLULSVYPNLUKLSVZ]PYV[PWVZ
11.Tanto las cepas O25b:H4-ST131 como las O16:H5-ST131 presentan un alto nivel de viru-
lencia in vivo en el modelo de sepsis murino.
12.Si consideramos que las cepas más virulentas son las que matan más rápidamente los 
ratones, se concluye que las cepas O25b:H4-ST131 del subclón H30-Rx y especialmente las 
del virotipo A serían las más virulentas, estando dicha virulencia temprana asociada con signi-
ÄJHJP}ULZ[HKxZ[PJHHSVZNLULZKL]PY\SLUJPHafaFM955459, sat y RWZ4002. 
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